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An unsere Mitarbeiter! 


Es ist unbedingt notwendig, daf alle zur Hinsendung gelangenden Manu- 
skripte in gut lesbarer, méglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nach- 
trdgliche Korrekturen verursachen weseniliche Kosten, die sich naturgemaf 
auf die Preisgestaltung der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht 
den Herren Autoren berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Manu- 
skripte oe auch der Redaktion eine raschere Priifung als schwer 
leserliche und kénnen infolgedessen schneller zwm Druck gelangen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiologische Chemie erscheint in 
Banden zu 6 Heften. Preis des Bandes 15 Mark. , 

Die in dieser Zeitschrift erscheinenden Arbeiten werden, wenn es nicht aus tech- 
nischen Grainden unmédglich ist, in der Reihenfolge, in welcher sie der Redaktion zugehen, 
aufgenommen. — Kurze Notizen oder Bemerkungen zu anderen Arbeiten werden in der 
Regel am Schiu8 des Heftes und auGerhalb der Reihenfolge des Eingangsdatums mitgeteilt.— 
Bereits in anderen Zeitschriften veréffentlichte Arbeiten sowie Referate iiber bereits publi- 
zierte Arbeiten werden nicht aufgenommen. i 

Das Honorar betrigt fir den Druckbogen 40 Mark. Von jeder Arbeit im Umfang 
bis zu 1’/, Druckbogen werden dem Verfasser 100 Sonderabdrucke kostenfrei geliefert, von 
umfangreicheren Arbeiten nur 60. 

In bezug auf die Rechtschreibung der Fachausdriicke sind bis auf weiteres die 
Publikationen der Deutschen Chemischen Gesellschaft maBgebend. In zweifelhaften Fallen 
wird der etymologische und internationale Standpunkt vor dem phonetischen bevorzugt. 

Fir die Abkirzungen und Zitate gelten die von der Vereinigung der medizinischen 
Fachpresse herausgegebenen Richtlinien. Demnach fallen ,,Bd.‘* und »»8.°* fort. (Zitiert 
wird am besten die angezogene Seite.) Namen, die im Text stehen, kénnen im Zitat 


fehlen, von Vornamen geniigt der Anfangsbuchstabe. 
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Uber die chemische Natur der Urease. 


Von 


James B. Sumner und J. Stanley Kirk. 


(Aus der Abteilung fir Physiologie und Biochemie der Cornell-Universitat.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. Dezember 1931). 


Im Jahre 1926 hat der eine von uns (J. Sumner) zum ersten 
Male die Herstellung von oktaedrischen Globulinkrystallen aus 
Jackbohnenmeh! beschrieben, welche er als das Enzym Urease 
betrachtete.1) Weitere Untersuchungen von Sumner und Mit- 
arbeitern schienen diese Auffassung zu stiitzen.?-*) Allgemein 
anerkannt wurde sie aber nicht, obgleich die Forscher, die sie 
angriffen, selber keine Untersuchungen der Urease nach unseren 
Methoden ausgefiihrt haben.®-1) 

In letzter Zeit haben jedoch Waldschmidt-Leitz und 
Steigerwaldt??) nach der Sumnerschen Methode Urease- 
krystalle dargestellt. Aus einer Probe von Jackbohnenmehl haben 
sie Krystalle mit 112700 Ureaseeinheiten pro Gramm, aus einer 
zweiten Probe solche mit 122000 Einheiten erhalten. Durch Ad- 
sorptionsmethoden haben sie Urease von 25000 Einheiten erhalten, 
geben aber die Ausbeute nicht an. 

An einer Stelle ihrer Mitteilung geben sie an, dab Sumner 
seine Ureasekrystalle aus Sojamehl hergestellt hat. Diese Angabe 
ist irrtiimlich ; tatsachlich erfolgte die Darstellung aus Jackbohnen- 
mehl. Waldschmidt-Leitz und Steigerwaldt schreiben 
folgendes: ,,Wenn wirklich alle Enzyme EiweiBkérper wiren, so 
waren die Ursachen der enzymatischen Spezifitét ebenso ratsel- 
haft wie zuvor; ohne die Beantwortung dieser wesentlichen Frage 
wird die chemische Kennzeichnung eines Enzyms ohne Nutzen 
bleiben.‘ Wir kénnen aber nicht die Ansicht teilen, daB die 
Kompliziertheit der EiweiBmolekiile an sich die Auffassung stiitzt, 
daB die Enzyme keine Eiweifstoffe sind. Ferner kénnen wir unter 
keinen Umstinden zugeben, die chemische Charakterisierung 
eines Enzyms ohne Nutzen ist, blo8 weil sie nicht zugleich ohne 
weiteres die enzymatische Spezifitét erklart. 

Wenn Waldschmidt-Leitz und Steigerwaldt schreiben: 
wird der lang bekannte, aktivitiitssteigernde KinfluB gewisser 
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220. James B, Sumner und J, Stanley Kirk, 


Stoffe, von Aminoséuren, wohl auch von Blausiéure, nur bei den 
unreinen, nicht mehr bei den reinsten Ureasepriparaten beobachtet ; 
er ist also nach. den Ergebnissen vergleichender Affinitats. 
messungen, auf die Uberwindung hemmender Begleitstoffe, wie 
man annimmt, von Schwermetall zuriickzufihren“, so ist hierzu 
folgendes zu bemerken: 


Obwohl die schiitzende Wirkung von Aminosiuren und von 
Blausiure in Abwesenheit von Paralysatoren nicht beobachtet 
wird, so werden trotzdem hochgereinigte Ureasepraparate viel 
leichter vergiftet als unreine Urease, und der Einflu8 von schitzen- 
den Stoffen fallt viel mehr mit reiner Urease auf als mit unreiner, 
da letztere schon durch die ihr beigemengten Verunreinigungen 
geschiitzt ist. 


Waldschmidt-Leitz und Steigerwaldt haben ihre Urease- 
bestimmungen unter ausgleichender Aktivierung ausgefiihrt. Thr 
aktivierendes Gemisch wurde durch Einwirkung von Trypsin auf 
Casein hergestellt. Nachher wurde das Trypsin durch 2stiindiges 
lirhitzen auf 90° inaktiv gemacht, worauf man Cystein und Alanin 
hinzufiigte. Das Aktivatorgemisch haben wir nach den Vor- 
schriften der Verfasser hergestellt, wobei wir uns eines Trypsins 
aus Pankreaspulver!’) und einer Enterokinase aus Trockenpraparat 
von Dinndarmschleimhaut) bedienten. Zur Anwendung kamen 
Préparate von Alanin (Kahlbaum) und Cystein, welche durch 
Schwefelwasserstoff von Metallspuren befreit waren. Die Schutz- 
wirkung dieses Aktivatorgemisches auf die Urease wurde mit dem 
von Gummiarabicum, einem von uns schon 1928 empfohlenen 
Schutzstoff’), verglichen. Das Aminosiuregemisch von Wald- 
schmidt-Leitz und Steigerwaldt enthielt 0,84 mg Ammoniak 
pro Kubikzentimeter. Diese Menge wurde bei unseren’ Be- 
stimmungen selbstverstindlich abgezogen. Wie aus’ Versuch | 
ersichtlich ist, gibt das Gummiarabicum in allen Fallen héhere 
Werte. Gummiarabicum hat auch die Vorteile, daB es billig, 
leicht herzustellen und ammoniakfrei ist. In simtlichen darauf 
folgenden Versuchen hielten wir an der Gewohnheit fest, Urease 
durch 2°/,ige Gummiarabicumlésung zu verdiinnen, bei welcher 


Konzentration also die Ureaseaktivitét bestimmt wurde.*) 


*) Die 2°/,ige Gummiarabicumlésung kann, wenn nicht vorher neu- 
tralisiert, so sauer sein, daB die Urease langsam inaktiviert wird. Wir haben 
daher eine geniigende Menge Natronlauge (aus Natrium) zugegeben, um px 
auf 6,0—6,5 zu bringen. | 
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Uber die chemische Natur der Urease. 991 


In den Versuchen von Waldschmidt-Leitz und Steiger- 
waldt erwies sich krystallisierte Urease bei der Einwirkung von 
Trypsin bei px 7,0 und 80° wahrend 48 Stunden als vollkommen 
bestiindig. Unsere friiheren Versuche zeigten, daB Urease durch 
Behandlung mit Trypsin an Aktivitét verlor, wihrend der Verlust 
mit gekochtem Trypsin niedriger war. Wir sind jetzt dazu geneigt, 
diese Erscheinungen teilweise auf die Anwesenheit irgendeines 
flichtigen, hemmenden Stoffes in unserem Trypsin (Fairchild) 
zuriickzufihren und teilweise darauf, daB wir viel gréBere Mengen 
von Urease (auf Enzymwirkung bezogen) gebraucht haben als 
Waldschmidt-Leitz und Steigerwaldt. 

Wir haben die von Waldschmidt-Leitz und Steigerwaldt 
ausgefiihrten Versuche wiederholt, wobei Trypsin aus Pankreas- 
pulver und Dimndarmschleimhaut benutzt wurde'*-), und 
konnten bestatigen, daB unter diesen Umstinden.die Urease ver- 
hiltnisméBig wenig an Aktivitét einbiBt. Dagegen war mit ge- 
kochtem Trypsin der Verlust etwas gréBer, vermutlich wegen des 
verminderten Schutzeffekts durch die Fallung eines Teiles der 
EiweiBstoffe. Nimmt man eine gréBere Menge der Urease als 
Waldschmidt-Leitz und Steigerwaldt angewandt haben, so 
erfihrt das Enzym einen gr6éf8eren absoluten Verlust an Aktivitat, 
welcher der verhaltnismaBig kleineren Schutzwirkung der Eiweif- 
stoffe im Trypsin zuzuschreiben ist. 

Unser Trypsin wurde nach Willstatter und Waldschmidt- 
Leitz) bereitet. Aktiviert wurde durch ein Enterokinase- 
praparat, das nach der Waldschmidt-Leitzschen Methode) 
hergestellt war. Der Ather wurde frisch destilliert und war voll- 
kommen frei von Peroxyd. Das Mahlen wurde in einer mit Quarz- 
kugeln ausgestatteten Porzellanmiihle ausgefiihrt, um die Ver- 
unreinigung unseres Pulvers durch Metall zu verhiiten. Das 
Glycerin war ,,Kahlbaum doppelt destilliert in dunklen Flaschen. 
Pankreaspulver und Darmschleimhautpulver haben wir in einer 
groBen Anzahl von Proben hergestellt; wir sind von der aller- 
besten Qualitét unserer aktivierten Trypsinlédsungen tiberzeugt. 

Die tryptische Aktivitét wurde nach der Methode von Will- 
statter und Mitarbeitern') mittels Casein bestimmt. Die genaue 
Titration wurde durch Vergleich mit einem Standard erleichtert. 
Das dazu dienende Gemisch bestand aus feinem Quarzpulver, 
Borax, Thymolphthalein, Wasser, Alkohol und einer geniigen- 
den Menge Salzsiure, um die richtige hellgrine Farbe .zu er- 
zeugen, 
16* 
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Unsere Urease war aus Jackbohnenmehl hoher Qualitat her- 
gestellt und enthielt 120000—130000 Einheiten pro Gramm. 


Versuch 1. 


25 com 0,5 Mol. Phosphat pq = 7,0. 

10 ccm Trypsin 1,13 T.-(e.) pro ccm. 

ccm Urease 0,12 mg pro ccm. 
Toluol 15 Tropfen. 


Einheiten pro com 
Anfang Nach 48 Stunden bei 30° 


aktives | gekochtes aktives gekochtes 
Trypsin | Trypsin Trypsin Trypsin 


Mit Gummiarabicum . {1,78 1,82/1,75 1,69) 1,60 1,74 | 1,61 1,54 
Mit Aminosiuregemisch |1,35 1,35/1,28 1,30) 1,24 1,26 | 1,22 1,31 


Versuch 2. 


25 ccm Phosphat py = 7,0. 

10 ccm Trypsin, 1,10 T.-(e.) pro cem. 

§ccm Urease 0,12 mg pro com. 
Toluol 15 Tropfen. 


Anfang Nach 48 Stunden bei 30° 
aktives Trypsin | gekochtes Trypsin | aktives Trypsin | gekochtes Trypsin 
1,80 1,94 1,87 1,91 1,80 1,80 1,60 
Versuch 8. 


25 com Phosphat pg = 7,0. 

10 ccm Trypsin 1,10 T.-(e.) pro ccm. 

§ccm Urease 0,9 mg pro com. 
Toluol 15 Tropfen. 


Anfang Nach 48 Stunden bei 30° 
aktives Trypsin | gekochtes Trypsin | aktives Trypsin | gekochtes Trypsin 
143 15,2 143 141 | 130 131 | 122 121 


Da die Urease mit gekochtem Trypsin sogar etwas mehr von 
ihrer Aktivitét einbiiBt als die mit aktivem Trypsin, so kann kein 
Zweifel daran sein, daB Trypsin keine bestimmbare Inaktivierung 
verursacht. Im Gegenteil, durch die Trypsinlésung wird die Urease 
vor Inaktivierung geschiitzt. 
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Uber die chemische Natur der Urease. 228 


Halt man Urease bei 80° in neutralem Phosphat mit etwas 
Toluol, so bildet sich ein weiBer Proteinniederschlag, waihrend die 
Urease gleichzeitig inaktiv wird. Die Inaktivierungsgeschwindig- 
keit ist in Versuch 4 angegeben. 


Versuch 4. 
Ureaseeinheiten 
Tage bei 30° pro com 
0 299 
1 106 
2 91 
3 80 
4 81 
5 79 


Inaktivierte Urease wird sehr rasch von ‘I'rypsin verdaut, wie 
man feststellen kann durch Notieren der Lésungsgeschwindigkeit 
des Koagulums, das beim Kochen einer Lésung krystallisierter 
Urease gebildet wird. In einem Experimente wurden 8 mg Urease 
in 1 cem Wasser 5 Minuten lang in kochendem Wasser erhitzt. 
Nachdem die triibe Lésung abgekiihlt war, wurde sie mit 2 ccm 
Wasser, 1 com Trypsin [1,0 T.-(e.)] und 5 Tropfen neutralen 
Phosphats vermischt. Die Probe wurde bei 30° gehalten. Innerhalb 
30 Minuten wurde das Koagulum beinahe aufgelést; nach 1 Stunde 
waren aber noch Spuren von Tribung bemerkbar. 


Waldschmidt-Leitz und Steigerwaldt behaupten, dab 
in ihren Experimenten ein proteolytischer Abbau von krystalli- 
sierter Urease durch Trypsin stattgefunden hat, und da die enzy- 
matische Aktivitét der Urease dadurch nicht vermindert worden 
war, s0 ziehen sie den SchluB: ,,Die Identifizierung der Urease 
mit diesem Globulin 148t sich nicht aufrechterhalten“. In ihren 
Versuchen wurden 0,12 mg Urease in 1 ccm mit 5cem 0,5 M 
neutralem Phosphatpuffer und 2ccem Trypsin [(2,4 T.-(e.) + 
0,082 C.-Pol.-(e.)] versetzt. Am Anfang gab die Lésung eine deut- 
liche Fallung mit 10°/,iger Sulfosalicylsiure; nach 48 Stunden bei 
30° gab sie aber eine kaum wahrnehmbare Triibung. Wald- 
schmidt-Leitz und Steigerwaldt geben an, daB sie gereinigtes 
Trypsin benutzt haben, sagen aber nichts tiber den Reinheitsgrad. 
Ob ihre Trypsinlésung selbst mit Sulfosalicylsiiure eine Fallung 
gab beim Anfang des Verdauungsversuches, geben sie nicht an, 
ebensowenig wird gesagt, in welchem Grad die Verminderung der 
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Fallbarkeit nach dem Versuche einer Veriinderung der angewandten 
Trypsinlésung zuzuschreiben wire. Sie erwahnen nicht, ob sie ein 
antiseptisches Mittel zugesetzt haben, was wir fir unentbehrlich 
halten.*) 

Die Behauptung, daB die Urease eine mit Sulfosalicylsiure 
deutliche Fallung vor der Verdauung und eine kaum wahrnehmbare 
Tribung nach der Verdauung gab, ist anfechtbar. Es wurden 
0,12 mg krystallisierter Urease zu 5 ccm 0,5 M neutralem Phosphat 
zugefiigt und mit Wasser auf 8 ccm verdunnt. Dies gibt einen 
Teil Urease in 67000 Teilen Wasser, was der von Waldschmidt- 
Leitz und Steigerwaldt angewandten Konzentration entspricht. 
Werden 5 ccm oder mehr von 10°/,iger Sulfosalicylsiurelésung zu 
5 ccm dieser Ureaselésung zugegeben, so entsteht, sogar beim 
Stehen, bloB ein kaum wahrnehmbarer Schleier. Wenn nach 
Waldschmidt-Leitz und Steigerwaldt dieses ,,eine deutliche 
Fallung*‘ sei, so fragt man sich, was sie fiir ,eine kaum wahr- 
nehmbare Fillung’ halten. Wir sind der Meinung, da8 man, um 
iiberzeugend einen proteolytischen Abbau der Urease beweisen zu 
kénnen, eine bedeutend gréBere Quantitét von Urease gebrauchen 
muB, als sie es getan haben. Auferdem mu8 man iiber ein von 
fillbarem Protein vollstandig freies Trypsinpraéparat verfiigen. 

So oft wir versucht haben, den Versuch von Waldschmidt- 
Leitz und Steigerwaldt zu wiederholen, wobei wir die gleiche 
Anzahl von tryptischen Einheiten benutzten, bekamen wir durcl: 
das Trypsin einen so reichlichen Niederschlag, daB es uns ganz 
unmdglich war, irgendeinen Schlu8 iiber die anfingliche oder 
schlieBliche Menge der durch die Urease bedingten Fallung zu ziehen. 

Da durch den Zusatz der Enterokinase eine betrichtliche 
Menge von Eiwei8 in unsere Lésungen eingefiihrt wurde, haben wir 
den Versuch wiederholt, wobei gereinigte Enterokinase angewandt 
wurde, Die Enterokinase wurde durch Essigsiure und Nach- 
fallung durch Uberschu8 von Alkohol vorgereinigt. Trypsin, 
welches von dieser vorgereinigten Enterokinase aktiviert wurde, 
behielt immer noch seine stérenden Kigenschaften. Es wird von 
Waldschmidt-Leitz und Steigerwaldt nicht angegeben, ob 
sie ein proteinfreies Trypsin angewandt haben, und die Tatsache. 


*) Das von uns benutzte Toluol schidigte die gereinigte Urease etwas 
in Abwesenheit von Schutzstoffen. Wir haben durch wiederholtes Schiitteln 
mit kalter konzentrierter Schwefelsiure, nachher mit Natronlauge und end- 
tich mit Wasser das Toluol zu reinigen versucht. Durch diese Behandlung 
wurde es etwas weniger schadlich. 
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Uber die chemische Natur der. Urease. 995 


daB ihre Urease keinen Verlust an Aktivitét zeigte, liBt an die 
Moglichkeit denken, daB sie ein an schiitzenden Stoffen, z. B. an 
EiweiB, reiches Trypsin brauchten. 

Wir haben eine Anzahl Verdauungsexperimente ausgefihrt, 
wobei wir streng nach der Methode von Waldschmidt-Leitz 
und 8teigerwaldt arbeiteten, nur wurde die 50—70fache Menge 
Urease benutzt. In diesen Experimenten konnte bestiatigt werden, 
daB die ureasehaltigen Proben einen reichlicheren Niederschlag 
mit Sulfosalicylsdure lieferten, jedoch in demselben Grade vor 
und nach der Verdauung als Kontrollversuche, die nur Trypsin 
enthielten. Beim Anfang und zum Schlu8 wurden je 3 ccm der 
Versuchslésungen herausgenommen. Die Proben wurden mit 
iuberschissiger Sulfosalicylsture in tarierten 15-ccm-Zentrifugen- 
rdhrchen niedergeschlagen. Nach 2stiindigem Stehen wurden die 
Niederschlage zentrifugiert, durch 2maliges Waschen mit 96°/,igem 
Alkohol, einmal mit absolutem Alkohol und schlieBlich mit Ather 
gereinigt. Nach Trocknen tiber Nacht in vacuo tiber P,O; wurden 
die Réhrchen gewogen. Die Menge des von der Urease herriihrenden 
Niederschlages wurde durch Subtrahieren der Menge der Fallung 
in den Versuchen mit Trypsin allein berechnet. Tab. 1 zeigt die 
Anzahl der Ureaseeinheiten pro 3 ccm und die Milligramm fall- 
bares Protein pro 3 ccm. Ein hoher Grad von analytischer Ge- 
nauigkeit wird nicht behauptet, nichtsdestoweniger kann kein 
Zweifel daran sein, daB der gréBte Teil der Urease einer Verdauung 
durch das Trypsin entgangen ist. Unsere hauptsichlichste 
Schwierigkeit liegt darin, daB das EiweiB in der Trypsinlésung 
am Anfang nur schlecht durch Zentrifugieren niedergeschlagen 


Tabelle 1. 


Verdauung der Urease durch das Trypsin. 


Versuche 
Anfanglich: | | | 

Ureasecinheiten oss 282 | 420 | 411 
Urease Trypsin, mg .... . 5,3 | 5,8 6,0 6,3 6,4 
32 | 30) 29), 35; 35 
Urease, mg (subtrahiert). . . . 21; 28; 31; 28] 29 

: Am Ende: 

Ureaseeinheiten . ....... 246 230 | 339 | 348 | 318 
Urease + Trypsin, mg... . . 3,4 3,8 | 5,0 | 4,7 | 4,6 
Urease, mg (subtrahiert). .. . 20| 32: 26) 326 
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werden konnte, nach 48stiindigem Stehen bei 80° wurden die 
Sulfosalicylsiure-Niederschlage leicht gefallt. 

Obgleich also, auch wenn man eine 50—70mal so groBe Menge 
Urease als Waldschmidt-Leitz und Steigerwaldt anwendet, 
keine beweisbare Verdauung stattiindet, bleibt es selbstredend 
noch zu zeigen, daB die von ihnen angewandte, auBerordentlich 
kleine Menge Urease weder vollstiindig noch teilweise verdaut 
wird unter den Bedingungen ihrer Versuche. Diese Beweise 
glauben wir mittels der Antiurease gebracht zu haben, die wir 
neulich nach Einspritzungen von Urease aus Kaninchenserum 
erhielten.*) Das Kaninchenserum, das Antiurease von hohem 
Titer entha&lt, ist ein vortreffliches Reagens, um die Anwesenheit 
der Urease nachzuweisen. Es verursacht einen reichlichen Nieder- 
schlag nach einer Verdiinnung der Urease auf 1—100000, eine 
schwache Fallung sogar bei 1—600000. Es kann kein Zweifel 
daran bestehen, da8B der vom Immunserum nieder- 
geschlagene Stoff das Protein der Urease ist. 

Da das Trypsin keine Hemmung verursacht, ist diese Methode 
von uns benutzt worden um festzustellen, ob winzige Mengen 
krystallisierter Urease von Trypsin verdaut werden kénnen. Wenn 
0,12 mg Urease wahrend 48 Stunden bei 80° mit 2 bis 
3 Trypsineinheiten verdaut werden, so erhalt man, wie 
wir gezeigt haben, fast ebensoviel Niederschlag mit 
dem Immunserum, als wenn man frische Urease mit 
waihrend 48 Stunden autolysiertem Trypsin mischt und 
{mmunserum hinzufiigt. Das antigene Verhalten des krystalli- 
sierten Ureaseproteins wird nicht durch 48stiindige Behandlung 
bei 80° mit Trypsin verindert. Mischt man dagegen 1 ccm einer 
Lésung von 0,1 mg krystallisierter Urease mit 1 ccm von 
0,1 n-Salzséiure und neutralisiert unmittelbar mit 1 ccm 
0,1 n-Natronlauge + 5 Tropfen neutralen Phosphats so 
wird durch Immunserum iiberhaupt kein Niederschlag 
verursacht.*) 

In diesem Falle ist die Aktivitaét der Urease durch den Einflu8 
der Saéure vernichtet worden in der gleichen Zeit, in der das Protein 
seine Reaktionsfihigkeit gegen den Antikérper verloren hat. 

*) Wird in dieser Weise 0,1 mg Urease inaktiviert, so bleibt die neu- 
tralisierte Lésung vollkommen klar. Werden 8 mg Urease in 1 ccm mit 1 com 
0,1 n-Salzsiure gemischt und gleich darauf durch 1 ccm von 0,1 n-Natron- 
lauge plus 5 Tropfen neutraler Phosphatlésung neutralisiert, so gibt es eincn 


reichlic hen Niederschlag. Fiigt man 1 ccm Trypsin [1,0 T.-(e.)}] hinzu, so ver- 
schwindet der Niederschlag binnen 9 Minuten bei 30°. 
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In unseren Experimenten, bei denen die Antiurease als 
Reagens auf Urease diente, hat es sich als notwendig gezeigt, 
gereinigte Enterokinase anzuwenden, da gewdhnliche Entero- 
kinase triibe ist und das durch sie aktivierte Trypsin beim Stehen 
bei 80° sehr triibe wird. Die Waldschmidt-Leitzsche Reini- 
gungsmethode wurde’) wie folgt angewandt: Zu den Schleimhaut- 
epithelextrakten wurde zur Entfernung des Ammoniaks Luft ein- 
geblasen, bis das Volumen auf die Hilfte zuriickgegangen war; 
dann wurden 8,5 ccm n-Essigsaure pro je 50 ccm zugefiigt, gemischt 
und zentrifugiert. Die klare Fliissigkeit wurde unter Riihren in 
700 cem eiskalten redestillierten 96°/,igen Alkohol hineingegossen. 
Nach 1 Stunde im Eisschrank wurde zentrifugiert, abgegossen 
und der Niederschlag in 80 com Wasser mit 1 cem von 0,5 Mol. neu- 
tralem Phosphat aufgelést. Diese Loésung war meistens ganz klar. 

Eine Lésung wurde gewéhnlich dadurch auf Urease gepriift, 
daB man zu 1ccem der Lésung 8 ccm von 0,9°%/,iger Kochsalz- 
ldsung und 1 ccm Kaninchenimmunserum zutat. Das Serum soll 
kurz vor dem Gebrauch zentrifugiert werden. Die Probe wird ge- 
mischt und bei 40° wihrend 15 Minuten oder langer gehalten. 
Sie wird dann mit einer Leerprobe verglichen, die autolysiertes 
Trypsin (falls dies im Unbekannten vorhanden ist), Immunserum 
und eine geniigende Menge Kochsalzlésung, um auf gleiches Vo- 
lumen zu bringen, enthalt. Es wird mit einer Reihe von Rohrehen 
verglichen, die Trypsin, Phosphat, Immunserum und bekannte 
Mengen frisch verdiinnter Ureaselésung enthalten. Diese Standard- 
lésungen werden gleichzeitig mit den Unbekannten ins Wasserbad 
von 40° gestellt. Wenn man mit sehr verdiinnten Ureaselésungen 
arbeiten muB, wird der Zusatz der Kochsalzlésung weggelassen 
und es werden 8 statt nur 1 cem der Ureaselésung genommen. 

Unser Kaninchenimmunserum opalisierte bisweilen in dem 
Girade, daB die Priifung dadurch gestért wurde. Dies konnte 
nicht durch Zentrifugieren verbessert werden. Da aber die 
Urease durch verdiinnte Salzsiure leichter als die 
Antiurease vernichtet wird, wurde es uns médglich, 
klare Antiureaselésungen zu bekommen. Den Grad der 
Anreicherung durch diesen Vorgang haben wir noch nicht bestimmt. 

Unsere Methode ist folgende: Zu 10 cem Immunserum wird 
eine Lésung mit ungefahr 8 mg Urease und 1 ccm 0,5 Mol. neutrales 
_ Phosphat zugegeben. Man mischt und hilt sie bei 40° 15 Minuten 
lang. Der reichliche Niederschlag wird zentrifugiert und 2mal 
mit 0,9°/,iger Kochsalzlésung gewaschen und darauf mit 2 ecm 
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Wasser und 1 ccm 0,1 n-Salzsiéure geriihrt. Nach einigen Minuten 
wird mit 1 ccm 0,1 n-Natronlauge und 5 Tropfen Phosphat neu- 
tralisiert und klar zentrifugiert. Die geklarte Lésung wird zur 
Ureasepriifung angewandt. | 


Die Ergebnisse unserer Versuche, worin wir kleine Mengen 
Urease mit Trypsin 48 Stunden bei 30° verdaut und nachher 
sowohl Aktivitaét als Immunreaktion gepriift haben, sind nach- 
stehend angefiibrt. 


Versuch 5. 


5ccem Phosphat 0,5 Mol., px 7,0. 
2ccm Trypsin 1,6 T.-(e.), pro ccm. 
lccm Urease 0,12 mg. 

Toluol 3 Tropfen. 


Ureaseeinheiten pro ccm, am Anfang: 1,86, 1,88, 1,76, 


pro ccm, am Ende: 1,02, 1,04, 1,02. 
Pracipitinreaktion-Vergleich 
8ccm Standard enthilt: Triibung der Verdauungslésung 
0,12 mg Urease weniger 
0,24mg_ sa, bedeutend weniger 
0,06 mg gréBer 
Versuch 6. 


5 ccm Phosphat 0,5 Mol., px 7,0. 
2ccm Trypsin 1,6 T.-(e.) pro ccm. 
lecm Urease 0,11 mg. 
Toluol 3 Tropfen. 
-Ureaseeinheiten pro ccm, am Anfang: 1,68 
pro ccm, am Ende: 0,99. 


Pricipitinreaktion; Vergleich | 
8com Standard enthalt: Triibung der Verdauungslésung : 


0,11 mg Urease weniger 

0,22mg ss, bedeutend weniger 

0,06 mg ” gréBer 
Versuch 7. 


5ccm Phosphat 0,5 Mol., px 7,0. 
2ccm Trypsin 1,05 T.-(e.) pro ccm. 
_lecm Urease 0,23 mg. 
Toluol 3 Tropfen. 


Ureaseeinheiten pro com, am Anfang: 3,54, 3,42, 3,48 
y pro ccm, am Ende: 3,09, 3,15, 3,21, 
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Pracipitinreaktion; Vergleich 
8 ccm. Standard enthalt: Triibung der Verdauungaiéeung : 


_ 0,23 mg Urease dieselbe 
040mg _s,, bedeutend weniger 
0,16 mg __e,, groRer 

Versuch 8. 


5ccm Phosphat 0,5 Mol., px 7,0. 
Trypsin 1,00 T.-(e.) pro ccm. 
lccm Urease 0,12 mg. 
Toluol 3 Tropfen. 


Ureaseeinheiten pro ccm, am Anfang: 1,82, 1,82, 1,86 
‘a pro ccm, am Ende: 1,66, 1,68, 1,73. 


Pracipitinreaktion; Vergleich 
8com Standard enthalt: Triibung der Verdauungslésung : 


0,24 mg Urease bedeutend weniger 

0,12mg_is,, dieselbe 

0,08mg_,, gréBer 
Zusammenfassung. 


Folgende Tatsachen werden gezeigt: 


1. Gummiarabicum ist in 2°/,iger Losung fiir Urease ein 
besserer Schutzstoff als eine Lésung von verdautem Casein; welche 
Zusitze von Alanin und Cystein enthiilt. 


2. Inaktivierte Urease wird durch Trypsin schnell verdaut. 


3. Wenn groBe Mengen von Urease mit Trypsin behandelt 
werden, so ist die Menge des durch Sulfosalicylsiure fallbaren 
iibrigbleibenden EiweiBes ziemlich aquivalent der iiberbleibenden 
Ureaseaktivitat, wobei fiir das Protein der Trypanidoung korri- 
viert ist. 


4. Wenn Urease in den von Waldschmidt-Leitz und 
Steigerwaldt benutzten Mengen mit ungefahr der gleichen An- 
zahl Trypsineinheiten unter gleichen Umstaénden behandelt wird, 
so erleidet, wie durch Anwendung des Serums von Kaninchen ge- 
zeigt werden konnte, das Protein der Urease keine Verminderung, 
die nicht durch Selbstinaktivierung erklirt werden kann. 

5. Eine Mischung von Urease mit verdiinnter Salzsiure 
geniigt, um die Reaktionsfaihigkeit der Urease gegen Immunserum 
ganz zu vernichten. Zugleich geht auch die Aktivitét des Enzyms 
zugrunde. 

Kine Methode zur Reinigung von Antiurease wird angedeutet. 
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Auf Grund dieser sowie der friiher von Sumner festgesteliten 
Tatsachen kénnen wir uns mit einigen kiirzlich von Waldschmidt- 
Leitz und Steigerwaldt geiuBerten Auffassungen tiber Urease 
nicht einverstanden erkliren. Besonders halten wir die Versuche 
von Waldschmidt-Leitz und Steigerwaldt tiber die Ver- 
dauung der Urease durch Trypsin nicht fiir beweisend. 


Wir danken der Heckscher-Stiftung, die von August Heck- 
scher an der Cornell-Universitét begriindet worden ist und die 
Kosten dieser Untersuchung iibernommen hat, auch an dieser 
Stelle bestens. 
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Uber Emulsin. 


Von 


B. Helferich und H, Appel. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14. Januar 1932.) 


—— 


Die wichtigsten Wirkungen des Emulsins werden heute einer 
,einheitlichen“ B-Glucosidase zugeschrieben.*) Die folgende Arbeit 
bringt einiges iber die Wirkung des Emulsins auf glykosidische 
Derivate anderer Zucker. 

Schon lange bekannt ist die Wirkung des Emulsins auf 
j-Galaktoside (vgl. vorhergehende Arbeit). 

Von Bridel und Béguin ist die Tatsache festgestellt, dab 
a-Athyl-l-arabinosid durch Emulsin aus Mandeln synthetisiert und 
gespalten wird.*) Wir haben die Spaltungsversuche, die uns im 
Hinblick auf die ,,Spezifitat“ des Emulsins von groBem Interesse 
scheinen, wiederholt und bestitigt gefunden. a-Athyl-l-ara- 
binosid wird durch Emulsinpriparate aus SiBmandeln oder 
Aprikosen gespalten (Tab. I—III). 

[Zur Nomenklatur sei bemerkt, daB wir dem auch von anderen 
angenommenen Vorschlag von Hudson“) folgen, «- und f-l-Ara- 
binoside also umgekehrt, wie in den friiheren Arbeiten, 2. B. von 
K. Fischer’), bezeichnen. sichere stereochemische Kon- 
figuration der Arabinoside am 1-Kohlenstoffatom kann und soll 
dadurch nicht ausgedriickt werden.] 

Dafiir, daB «-l-Arabinoside durch Emulsin gespalten werden, 
ist auBerdem ein Hinweis die vollsténdige Hydrolyse von Vicianin 
und damit von Vicianose®) [einem «-l-Arabinosid der Glucose.’)| 
durch Mandelemulsin. 

Aber 6s hat sich herausgestellt, da8 bei geniigend langer Hin- 
wirkung eine Spaltung auch des B-Athyl-l-arabinosids nach- 
weisbar wird (Tab. IV—VIII). 

Dieser auffallende Befund reizte dazu, auch andere, bisher als 
,unspaltbar’’ befundene Substrate, dem Emulsin darzubieten. Es 
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war fiir Anhinger stereochemischer Spezifitét der £-Glucosidase 
immer befremdlich gewesen, zwar f-Methyl-d-iso- 
rhamnosid (1) 


H H OH H H 
(i) 
“OH H OH | 


O 
von Emulsin gespalten wird’), daf aber #-Methyl-d-xylosid (2) 


2) 
(2) C——C 
OH H OH | 


trotz der gleichen Konfiguration nicht gespalten wird.®) 


_ Wir konnten feststellen, da8 bei geniigend langer Kinwirkung 
des Ferments auch das B-Methyl-d-xylosid (2) gespalten wird 
(Tab. X), daB B-Phenol-d-xylosid sogar recht rasch der Spal- 
tung durch Emulsin unterliegt (Tab. XI—XIV). 


Ubrigens findet sich fir die Spaltbarkeit von f-d-Xylosiden 
schon ein alterer Hinweis in der Fermenthydrolyse der Prim- 
verose”) und kiirzlich hat auch Robertson!) die Spaltbarkeit 
eines Phenol-f-d-xylosids festgestellt. 

In diesem Falle ist also die Anderung des Aglykons — Phenol 
statt Methanol — ausreichend, um eine nach den bisherigen quali- 
tativen Versuchen ,,nicht‘‘ spaltbare Substanz zu einer leicht 
spaltbaren zu machen. Offenbar ist die Spaltung der Methyl- 
alykoside eine besonders langsame (vgl. auch die vorhergehende 
Arbeit)! Da in sehr vielen Fallen die ,,Nichtspaltbarkeit‘ an solchen 
Methylglykosiden festgestellt ist, wird die Wiederholung der Ver- 
suche z. B. mit den entsprechenden Phenolglykosiden auch ‘in 
anderen Fallen noch ein grundsitzlich anderes Bild geben, genau 
wie bei der d-Xylose. 

Dies hat sich in dem folgenden Falle schon als richtig erwiesen: 
Seinerzeit_konnte eine Spaltung des 6-Methy1-d-glucosid-6-brom- 
hydrins durch Emulsin nicht nachgewiesen werden.’*) 

Wir haben eine sehr erhebliche Spaltbarkeit durch Emulsin 
an dem Phenol-f-d-glucosid-6-bromhydrin 

H, H H OH H H 
H, 


| OH H OH | 
O 


a = 
i 
Be 
nu 
ad au 
rél 
a Le 
din 
Pu 
ku 
| 
Bre 
: Ar 
Wa 
4 eti 
de: 
ko 
Ve 
fol 
Ve 


Uber Emulsin. VI. 238 
ohne Schwierigkeit feststellen kénnen. Die Substanz ist nach der 
Methode von Robertson?2) zu diesem Zweck von uns dar- 
gestellt. worden. 

Zu den bisher schon beobachteten Wirkungen des Emulsins 
gehért auch die von Hérissey beschriebene Tatsache, daB «-Me- 
thyl-d-mannosid von Emulsin gespalten wird.}%) 

- Weiter hat Weidenhagen die Spaltbarkeit der Trehalose 
durch Emulsin festgestellt (Tab. IX). 

Mit am iiberraschendsten ist die leichte Spaltbarkeit von 
x-Phenol-d-galaktosid, die in der vorliegenden Arbeit auf- 
gefunden ist (Tab. XIX). 

Und schlieBlich scheint auch «-Phenol-d-glucosid bei ge- 
nigend langer Einwirkung des Ferments gespalten zu werden 
(Tab. XVII). 


Mit der einfachen qualitativen Angabe iiber Spaltbarkeit ist 
aber nicht viel gewonnen. Ja, in Fallen langsamer Spaltung ist 
nur die quantitative Verfolgung der Spaltung, die fiir alle in dieser 
Arbeit untersuchten Fille angewandt ist, eine sichere Grundlage 
auch’ fir die qualitative Aussage. 

Die folgende Tabelle gibt daher die Substrate des Emulsins 
in einer ,,Reihenfolge ihrer Spaltbarkeit‘* wieder. Die erste Zahlen- 
reihe gibt die ,,Wertigkeit‘‘ des Emulsins gegeniiber dem _ be- 
treffenden Substrat, die zweite Zahlenreihe die (anschaulichere) 
Zeit fir 50°/,ige Spaltung, beides fiir annihernd gleiche Be- 
dingungen der Ferment- und molaren Substratkonzentration, der 
Pufferung, der Temperatur und der Bestimmungsweise. : 

Auf Besonderheiten der einigemal gepriften px-Aktivitiats- 
kurve soll erst in einer spiteren Arbeit werden 
(2 Maxima 

Die Zahlenwerte der Tabelle kénnen keinen auf 
eroBe Genauigkeit, auch nicht als Vergleichszahlen, machen. Die 
Arbeit hat sich nach und nach entwickelt. Die Fermentpraparate 
waren nicht stets gleichwertig; die Temperaturen waren zum Teil 
etwas verschieden; der Reaktionsverlauf entspricht nicht immer 
dem einer monomolekularen Reaktion; im Vergleich zur Substrat- 
konzentration war die Konzentration des Ferments recht hoch, 
u. a Trotzdem geben die Zahlen in der GréSenordnung eine erste 
Vergleichsméglichkeit. Die in der Tabelle angegebene Reihen- 
folge der Spaltbarkeit wird sich auch durch exakter vergleichbare 
Versuche nicht wesentlich dndern. 
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Reihenfolge der Spaltbarkeit. chi 

lie 

Wertig- Zeit fiir Be- ‘ 

Substrat keit | (Tabelle) 50°/,ige Spltg.| merkungen Sp 

2000 (XV) | 0,0005 Tage| (0,72 Min.) 

B-Phenol-d-glucosid . . . | 200 (XVI) 0,005 _ ,, 

B-Methyl-d-glucosid . . . | (25) | (geschatzty} 0,04 ,, | (58 ,,) 22 

B-Phenol-d-galaktosid . . 20 (XVIII) | 0,05 ” sul 

a-Phenol-d-galaktosid . . 3,5 | (XIX) | 0,29 des 

B-Phenol-d-xylosid .. . 3,3 (XIII) 0,30 | 

B-Phenol-d-gluoosid-6- 

brom-hydrin. ... . 3,2 0,30 rel 

a-Athyl-l-arabinosid . . 0,9 @ » ail 

Trehalose ....... 0,3 (IX) 3,3 

«-Methyl-d-mannosid . . | (0,08) (12,6) | (mach den An- nal 

gaben von de} 

Hérissey Fei 

B-Athyl-l-arabinosid. . . 0,06 | (VIII) 
B-Methyl-d-xylosid . . . 0,02 | (X) 50, 

a-Phenol-d-glucosid . . . 0,001} (XVII) 1000 ,, vel 

Die Schliisse, die man aus diesen Tatsachen, speziell der ne 


T'abelle, ziehen kann, sind verschieden: 


1. Stellt man sich auf den extremen Standpunkt strenger F jo 
Zuckerspezifitét emes glykosidspaltenden Ferments, so ist man f 
schon jetzt gendtigt, im Emulsin neben der £-Glucosidase und der § gj, 
B-Galaktosidase noch eine (vielleicht allzu groBe) Reihe weiterer 
Fermente anzunehmen, darunter auch solche, fiir die ein Substrat 
in der Natur noch nicht aufgefunden ist (z. B. 6-Iso-rhamnosidase). F J). 

2. Die Annahme einer beschrinkten Zuckerspezifitét fir eine {jb 
Gruppe von Glykosiden, die sich im Zuckeranteil nach Struktur — yo; 
und Konfiguration ,nur wenig“ unterscheiden, legt auf einer [Jn 
mittleren Linie. Es wiirde dann eine geringere Anzahl von Fer- 
menten als nach 1. im Emulsin vorhanden sein. Freilich ist es (Ne 
fiirs erste nicht recht mdglich, diese Gruppen aus den Versuchen ad 
zu erkennen, da fiir den Grad der Spaltbarkeit das Aglukon eine 
so entscheidende Rolle spielt. Man vergleiche z. B. nur f-Phenol- 
xylosid mit «-Phenol-galaktosid und mit £-Methylxylosid. 

8. Das andere Extrem liegt in der Annahme, daB ein und das- 
selbe Ferment, das ,,Emulsin“, fiir alle Fermentwirkungen ver- 
antwortlich ist. Dies steht allerdings in Widerspruch mit der bisher FF zur 
angenommenen ,,absoluten“ Spezifitat; doch bleibt die ,,relative’ 
Spezifitaét erhalten. Nur dehnt sie sich von den verschiedenen 
Derivaten eines Zuckers aus auf verschiedene Derivate ver- 
schiedener (aller?) Zucker. Der konstitutionelle und _stereo- 
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chemische Bau des Zuckeranteils eines Glykosids verliert nach 
dieser Annahme einen Teil seiner bisherigen Bedeutung fiir die 
Spaltbarkeit des Glykosids. 

Nach der Zusammenstellung und den Resultaten dieser Arbeit 
scheint es uns zulissig, ja sogar wiinschenswert, diese dritte An- 
nahme (als Arbeitshypothese) zu diskutieren und sie an den Re- 
sultaten der kommenden Arbeiten zu messen. Den groBen Reiz 
der Kinfachheit hat sie jedenfalls fiir sich. Und selbst wenn die 
weiteren Untersuchungen einzelne der jetzt schon recht zahl- 
reichen Wirkungen des Emulsins als Wirkung besonderer Fermente 
erkennen lassen, wenn also die Annahme 2., aber mit starker An- 
niherung an 3., sich als richtig herausstellt, so ist dies gegeniiber 
der bisherigen Anschauung tiber Zuckerspezifitaét glykosidspaltender 
Fermente eine grundsitzliche Anderung. 

Ks soll, solange nicht mehr Material vorliegt, fiirs erste darauf 
verzichtet werden, nach den Beziehungen zwischen Spaltbarkeit 
und Bau der Glykoside zu suchen, Beziehungen, die auch nach der 
neuen Anschauung durchaus vorhanden sein kénnen. 

Besonders reizvoll wird es sein, zu untersuchen, ob auch andere 
Fermentpraparate, z. B. vorwiegend a-glucosidatischer Wirkungen 
zu so unerwarteten Spaltungen Veranlassung geben, wie sie in 
dieser Arbeit fiir das Emulsin beschrieben sind. 


Herrn Gootz sind wir fiir die Kontrolle emiger Versuche zu 
Dank verpflichtet, ebenso Herrn Schmitz-Hillebrecht fiir 
Uberlassung von Substraten, Herrn Winkler fiir die Uberlassung 
von Fermentpriparaten und Herrn Giinther fiir praparative 
Unterstiitzung. 

Besonders danken wir der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
(Notgemeinschaft) fiir wertvolle finanzielle Unterstiitzung dieser 
Arbeit. 


Beschreibung der Versuche. 


A. Fermentpraparate. 


Es kamen fiir die Versuche verschiedene Fermentpraparate 
zur Verwendung, deren Gewinnung aus Aprikosen oder aus bitteren 
Mandeln der friiher beschriebenen Methode folgt. Soweit Ab- 
ainderungen vorgenommen wurden, sind sie fiir diese Arbeit be- 
langlos. Die Praparate sind bei jedem Spaltungsversuch durch 
Herkunft und §-Glucosidasewert gekennzeichnet. 
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B. Substrate. 


f-Athyl-l-arabinosid.5) 5 g l-Arabinose werden 7 Stunden 
mit 380 ccm absolutem Alkohol, der 0,25 °/, Chlorwasserstofi 
enthalt, riickflieBend gekocht, nach dem Erkalten mit Silber- 
carbonat der Chlorwasserstoff entfernt, die Lésung mit Tierkohle 
entfirbt und unter vermindertem Druck eingedampft. Der Riick- 
stand wird in 10—15 ccm heifem absoluten Essigester geldst. 
Beim Erkalten krystallisiert das Rohprodukt aus. Schmelz- 
punkt (unscharf) 130°. Die Substanz wurde in Portionen von 
0,3 g durch Sublimation unter stark vermindertem Druck (0,5 mm, 
200—220 °) gereinigt; die vereinigten Sublimate wurden noch- 
mals aus absolutem  KEssigester Ausbeute 
1,2g. Schmelzp. 186—137° (korr.), (in Wasser) =+ 9,28 
x 2,0199/0,0791 x 1,015 =+ 23838,5°. 


4,447, 4,353 mg Substanz gaben 3,090, 3,040 mg H,0, 7,680, 7,530 mg C0,. 


C,H,,0; Ber. C 47,19°/, H 7,86°/, 
Gef. ,, 47,10, 47,189, 7,78, 7,80, 


Tri-acetyl-a-athyl-l-arabinosid. 10,5 krystalline 
Aceto-brom-]-arabinose®) werden 24 Stunden lang mit 100 ccm 
absolutem Alkohol und 10g Silbercarbonat geschiittelt. Beim 
Verdampfen der filtrierten, mit ‘Tierkohle geklarten Lésung (unter 
vermindertem Druck) hinterbleiben 6,1 g Sirup, der im Exsiccator 
nach einigen Stunden spontan krystallisiert, er kann durch mehr- 
faches Umkrystallisieren aus Wasser gereinigt werden. Schmelz- 
punkt 72,5° (korr.). [aj?] (@n Chloroform) =+ 0,72 x 3,5367/ 
0,2144 x 1,4648 x 1 =+ 8,1°. 

3,930, 4,102 mg Substanz gaben 2,300, 2,440 mg H,0, 7,360, 7,690 mg CO,. 

Ber. C 51,29%/, H 6,63°/, 
Gef. ,, 51,07, 51,129, ,, 6,55, 6,659/, 


a-Athyl-l-arabinosid.") 2,3 g des Triacetats werden durch 
katalytischen Einflu8 von Natrium-methylat verseift.1”) Die er- 
haltenen 1,1 g Rohprodukt werden zur vollstiéndigen Reinigung in 
Portionen von etwa 0,8 g unter stark vermindertem Druck sub- 
limiert (0,5 mm, 210—235°) und die so erhaltenen 0,5 g aus wenig 
absolutem Essigester umkrystallisiert. Schmelzp. 124—126° (korr.). 
{a},*] (in Wasser) =-+- 0,44 x 1,9435/0,0586 x 1,011 x 1 =+ 14,4° 

4,095, 4,220 mg Substanz gaben 2,920, 2,960 mg H,0, 7,120, 7,310 mg CO,. 


C,H,,0, Ber. C 47,19°/, H 7,869/, 
Gef. ,, 47,42, 47,249,  ,, 7,98, 7,85°/, 
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B-Phenol-d-xylosid. 3,3 g ‘Triacetyl-f-phenol-d-xylosid, 
dargestellt nach einer neuen Methode, die an anderer Stelle ver- 
éffentlicht werden soll (Schmelzp. 147—149° [korr.], Drehung [in 
Chloroform] [«]b"* =— 47,2°), werden durch Kochen in Methanol 
mit einer Spur Natrium-methylat1’) verseift und der Riickstand 
der eingedunsteten Lésung — 2,0 g — 3mal aus wenig absolutem 
Kssigester umkrystallisiert. Das so erhaltene #-Phenol-d-xylosid 
zeigt een Schmelzpunkt von 178—179,5° (korr.) und in Wasser die 
Drehung 2,05 x 1,9719/0,0847 1,015 x 1 =— 47,0°. 

Die Substanz ist gegenitiber Alkali nicht ganz bestandig und 
reduziert daher Fehlingsche Lésung bei lingerem Kochen merk- 
lich; auch eine Wasserstoffionen-Konzentration von px = 3,9 hat 
schon nach 31/,stiindigem Aufbewahren bei 30° eine deutliche 


Hydrolyse zur Folge. 
3,661, 3,316 mg Substanz gaben 7,819, 7,093 mg CO,, 1,988, 1,839 mg H,0. 


C,,H,,0, (226,1) Ber. C 58,38°/, H 6,24°/, 
Gef. ,, 58,25, 58,33°/,  ,, 6,07, 6,21°/, 


a-Phenol-d-galaktosid. 4,5¢ Tetraacetyl-«-phenol-d-galak- 
tosid (Schmelzp. 180,5—132° [korr.]) 16) werden durch kurzes Kochen 
in Methanol mit sehr wenig Natrium-methylat verseift.!”) Beim 
Eindunsten der Lésung hinterbleiben 2,4 g des reinen Galaktosids, 
die aus wenig heifem Alkohol umkrystallisiert werden. Das 
z-Phenol-d-galaktosid schmilzt, nach dem Trocknen bis zur Ge- 
wichtskonstanz, bei 148—145° (korr.). Fehlingsche Lésung wird 
auch beim Kochen nicht reduziert. Die Drehungsbestimmung in 
wiBriger Lésung ergab [a], =-+ 4,29 x 2,5619/0,0501 x 1,01 x 1 
==-+ 217°; eine zweite ahnliche Bestimmung ergab -+ 215°. 


3,916, 3,337 mg Substanz gaben 8,006, 6,863 mg CO,, 2,090, 1,807 mg H,0. 


150, (256,1) Ber. C 56,22°%/, H 6,28°/, 
Gef. ,, 55,76, 56,059/, ,, 5,97, 6,05°/, 


Eine 
Mischung von 2g Phenol, 4,5 g Acetodibromglucose und 5 cem 
Chinolin wird mit 3 g Silberoxyd 10 Minuten lang verrihrt (unter 
Kihlung; Temperatur nicht ttber 60°), nach Istiindigem Auf- 
bewahren im Exsiccator mit einer Mischung von 20 ccm Lisessig 
und 20 ccm Aceton aufgenommen, filtriert und in 200 ccm Lis- 
wasser eingeriihrt. Der dabei ausfallende rotbraune Riickstand 
wird nach 1 Stunde abgesaugt, getrocknet, in Aceton gelést, mit 
viel Tierkohle entfairbt und der nach dem Eindampfen dieser 

17* 
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Loésung verbleibende krystalline Riickstand (3,7 g) durch etwa 
3maliges Umkrystallisieren aus wenig Methanol vollig gereinigt. 
Die Substanz schmilzt bei 184—136° (korr.). 

Die Drehungsbestimmung in Chloroform ergab: [«|,*° =— 1,08 

< 2,8346/0,0718 x 1,471 x 1 =— 27,6°. 

3,514 mg Substanz gaben 6,369 mg CO,, 1,617 mg H,0. 

C,sH»,0,Br (445,08) Ber. C 48,53°/,  H 4,76%/, 
Gef. ,, 49,43 5,15 

Die unerfreulichen Ergebnisse der Analyse deuten auf Ver- 
unreinigung hin. Das durch Verseifung daraus hergestellte Glucosid 
ist trotzdem rein. 

Phenol-f-d-glucosid-6-bromhydrin.*) Durch Verseifen 
der Acetylverbindung (3,5 g) in Methanol mit einer Spur Natrium- 
methylat in der Hitze erhailt man beim Eindampfen das freie 
krystalline Glucosid (1,9 g). Durch Auflésen in 20 cem absolutem 
Essigester unter Zusatz einiger Tropfen Methanol und vorsichtige 
Zugabe von Petrolither wird die Substanz gereinigt. Kleine 
Nadeln vom Schmelzp. 162,5—164° (korr.) (unter Zersetzung). 

Das Glucosid ist leicht léslich in Methanol und Athanol., 
schwerer in Wasser, Aceton und Hssigester, so gut wie unldslich 
in Benzol, Chloroform, Ather, Petrolither. Es reduziert Fehling- 
sche Lésung erst nach der Hydrolyse. 

Drehung in Wasser: [«]},*° =— 1,21 x 4,6938/0,0593 x 1,004 
x 1 =— 95,4°. 

3,320, 3,145mg Substanz gaben 5,460, 5,181 mg CO,, 1,439, 1,374mg H,0. 


3,443, 3,785 mg » 1,998, 2,204 mg AgBr. 
C,.H,,0;Br (319,03) 
Ber. C 45,14°%/p H 4,74°/, Br 25,05°/, 


Gef. ,, 44,85, 44,989, ., 4,85, 4,899/, ., 24,70, 24,789, 


C. Spaltungsversuche. 


Allgemeines. — Die Wasserstoffionen-Konzentration 
wurde im Bereich von pn’ 4,2—5,4 mit Acetatgemisch eingestellt 
und in der fermenthaltigen Mischung colorimetrisch nachgepriift. 
Fiir px unter 4,2 wurde Citratpuffer, fiir 5,7—7,2 wurde Phosphat- 
puffer verwandt. Die Konzentration war in dem fertigen Spaltungs- 
gemisch etwa m/10; eine geringereKonzentration hat besonders 
im Verlauf lingerer Spaltungszeit unter Umstanden gegeniber 


*) Die Literaturangaben iiber diese Verbindung, W. S. Mills, Chem. 
News 88, 218 (1903); Chem. Z. 1903 II, 1446, sind so unwahrscheinlich und 
unseren Resultaten widersprechend, daB es héchst zweifelhaft erscheint, ob 
Mills die Verbindung itiberhaupt in Hinden gehabt hat. 
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den aus dem Ferment sich durch Nebenreaktionen entwickelnden 
Substanzen nicht geniigende Pufferungskraft. Zur Sterilisation 
wurden die Proben mit Toluol wberschichtet. Zu jeder einzelnen 
Probe wurden 6,0 cem im Jenaer Reagenzglas angewandt. 

Die Versuche sind teils bei 37° (+ 0,2) im Brutschrank, teils 
im Thermostaten bei 30,0° (-- 0,1) ausgefiihrt. 

Mit wenigen (unwesentlichen) Ausnahmen sind neben jedem 
cigentlichen Spaltungsversuch (Ferment, Substrat und Puffer) 
unter gleichen Bedingungen je 2 Kontrollversuche (einer Ferment 
und Puffer, einer Substrat und Puffer) durchgefiihrt. Besonders 
wichtig war dies bei dem /-Phenol-xylosid, das unter den Be- 
dingungen der Bertrandschen Reduktionsbestimmung dureh das 
Alkali der Fehlingschen Lésung selbst eine merkliche Spaltung 
erleidet (wie das Helicin?!$). 

Abgestoppt wurden die Versuche durch Zugabe von 0,2 ¢ 
wasserfrelem Kaliumecarbonat (zu 6,0 ccm). Die Spaltung wurde 
reduktometrisch nach der Methode von Bertrand!) verfolgt. 
Zur Berechnung der entstandenen Menge reduzierenden Zuckers 
wurde bei Glucose, Galaktose, Arabinose und Xylose die Tabelle 
von Bertrand zugrunde gelegt. 

Bei den Versuchen zur Bestimmung des Einflusses der 
Wasserstoffionen-Konzentration auf die Geschwindigkeit 
der Spaltung wurde eine gewogene Menge Emulsin in 40 Teilen 
Wasser gelést, je 10,0 cem der durch Zentrifugieren gekliirten 
Lésung mit etwa 12,5 ccm des Puffergemisches (m/5) versetzt 
und auf 25,0 ccm aufgefillt. 6,0 cem dieser Lésung dienten als 
die eine Kontrollprobe, weitere 6,0 cem wurden zu einer genau 
gewogenen Menge des Substrats gegeben (Hauptversuch) und 
auBerdem 6,0 cem eines Puffergemisches der gleichen Verdiinnung 
(m/10) mit einer genau gewogenen Menge Substrat als zweite 
Kontrolle angesetzt. 

Bei den Versuchen zur Verfolgung der Spaltung bei einer 
bestimmten Wasserstoffionen-Konzentration wurde eine genau ge- 
wogene Menge Substrat im MeSkolben mit einer Lésung von 
Ferment in Pufferlésung auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt. 
Die Fermentlésung wurde durch Auflésen einer gewogenen Menge 
Ferment in etwa 40 Teilen Wasser, Versetzen der klar zentri- 
fugierten Lésung mit etwa 50 Volumteilen m/5-Puffergemisch und 
Auffillen im MeBkolben auf 100 Volumteile hergestellt. Die 
kxontrollproben wurden entsprechend angesetzt. Auch hier wurden 
stets 6,0 cem zu der einzelnen Probe verwandt. 
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Tabelle I. 
¢-Athyl-l-arabinosid (etwa 0,053 n.) (Schmelzp. 124—126°)*), 1°/ Emulsin 
(aus SiiBmandeln, B-Glucosidasewert 0,71), bei 30,0°, 2,5 Tage. 
mg ccm n/10-Permanganat 
in Ferment Spaltung keit 
6.0 ccm | und Puffer | Puffor 
4,2 53,3 0,70 3,65 23 —- 
4,6 54,0 0,35 4,20 31 0,65 
5,0 56,4 0,20 4,55 33 0,72 
5,4 51,2 0,15 4,25 34 0,75 
5,8 56,6 0,25 5,55 40 0,92 
6,2 58,0 0,20 4,40 31 0,67 
6,6 51,5 0,25 3,05 23 —~ 
7,2 55,7 0,10 1,75 13 —— 


Tabelle II. 


«-Athyl-l-arabinosid (Schmelzp. 124—126°), 0,2453 g in 25 ccm (etwa 0,055 n.) 
etwa 1°/, Emulsin (aus Si8mandeln, £-Glucosidasewert = 0,71), px = 5,0. 


bei 37°. 
ccm n/10-Permanganat auf 
5,0 ccm Lésung 0, Wertig- 

Ferment Arabinosid Ferment, Spaltung keit 

Arabinosid 

und Puffer | und Puffer ond Pulte 
1 0,40 26 0,87 
1,7 0,35 — 5,55 38 0,87 
3.7 0,40 a | 7,95 56 0,86 
4 0,40 0,00 9,95 70 0,87 


Tabelle ITI. 


0,0567 g «-Athyl-l-arabinosid (Schmelzp. 124—126°) in 6,0 ccm (etwa 0,05 n.), 
1°/, Emulsin (aus Aprikosen, £-Glucosidasewert = 0,73), pu = 5,0 bei 37°. 


ecm n/10-Permanganat auf 
5,0 ccm Lésung 
t Wertigkeit 
d Puff Ferment 
1,9 0,00 5,50 


*) Alle Schmelzpunkte sind korr. 


a 
— 4 
; 
4 
f 
2 
¥ 
a 
aq 


Uber Emulsin. VI. 


Tabelle IV. 


0,0579 g f-Athyl-l-arabinosid (Schmelzp. 136—137°) in 6,0 com 
(etwa 0,05 n.), Emulsin (aus SiBmandeln, f-Glucosidasewert = 0,71), 
Pu = 5,0, bei 37°, 


ccm n/10-Permanganat auf 5,0 ccm 
Lé 
Wertig 
Ferment | Arabinosid | ee. Spaltung keit 
und Puffer | und Puffer | und Puffer 
12,9 0,35 0,00 | 4,35 29 | 0,08 


Tabelle V. 


,0564 g B-Athyl-l-arabinosid (Schmelzp. 136—137°) in 6,0 ccm (etwa 0,05 n.), 
1°/, Emulsin (aus SiiBmandeln, B-Glucosidasewert = 0,44), 
sonst wie bei Nr. IV. 


ccm n/10-Permanganat auf 
5,0 ccm Lésung Wertig 
0 
t 
Ferment | Arabinosid | Froese d Spaltung keit 
und Puffer | ia und | Puffer 
1,9 0,00 — 295 | 007 


Tabelle VI. 


Etwa 0,053 n. £-Athyl-l-arabinosid (Schmelzp. 186—137°), 1°/, Emulsin 
(aus SiBmandeln, £-Glucosidasewert = 0,44), bei 30,0°, 9,8 Tage. 


n/10-Permanganat auf 
rena Ara- 5,0 com — 
in | Ferment, Spaltung|  keit 
6 ccm | Arabinosid | Arabinosid 
Puffer | und Puffer | und Puffer 
} 
43] 56,1 0,50 00 | 3,95 
4,6 56,3 0,60 — 0,0 3,25 
3,0 56,6 0,40 0,0 2,95 
5,4 56,7 0,25 - 2,20 
5,7 55,5 0,35 2,45 
6,2 56,1 0,30 1,70 
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Tabelle VII. 


0,0560 g #-Athyl-l-arabinosid (Schmelzp. 136—137°) in 6 cem (etwa 
0,052 n.), 1,0°/, Emulsin (aus Aprikosenkernen, £-Glucosidasewert 3,6), 
Pu = 5,0, bei 37°. 


cem n/10-Permanganat auf 
5,0 Lésung 
Wertigkeit 
Torment Arabinosid, Spaltung 
d Puffer Ferment 
und Puffer 
7 020 | 245 17 0,08 


Tabelle VIII. 


0,2811g B-Athyl-l-arabinosid (Schmelzp. 136—137°) in 25ccm (etwa 
0,063 n.), 1,0°/, Emulsin (aus Aprikosenkernen, f-Glucosidasewert = 1,23), 
pu = 5,0, bei 37°. 


ecm n/10-Permanganat auf 

5,0 cem Lésung 
Wertig- 

t | ‘ 
Vermont | | “ Spaltung keit 

erment 
und Puffer und Puffer | un d Puffer 

3,8 0,0 0,0 0,25 2 0,013 
9,9 0,0 0,0 0,70 5 0,012 
19,8 0,10 0,0 1,20 S 0,011 
30,0 0,15 0,0 1,60 ll 0,010 


Tabelle IX. 


0,3836 g Trehalose (Schmelzp. 96,5—97,5°, kauflich) in 25,0 cem (etwa 
0,045 n.), 1°/, Emulsin (aus Aprikosen, £-Glucosidasewert 1,23), px = 5,0, 


bei 37°. 
ecm n/10-Permanganat auf 5,0 ccm 
Lés 

Ferment Trehalose — Spaltung keit 

und Puffer | und Puffer und Puffer 

2 000 000 | 3,70 13 0,23 
3,9 0,00 | 0,00 7,40 29 0,25 
5,9 0,00 000 11,40 47 
: 0,00 | 0,00 14,00 58 0,30 
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Tabelle X. 


243 


0,2469 g B-Methyl-d-xylosid (Schmelzp. 157—158°, [«)2° = — 62,8°) 
in 25 ccm (= etwa 0,06 n), Emulsin (aus SiiBmandeln, £-Glucosidasewert 


= 0,71), px = 5,0, bei 37°. 


eem n/10-Permanganat auf 
5,0 cem Lésung 
t Ferment 
Ferment Xylosid Xylosi d Spaltung 
und Puffer und Puffer | und Puffer 
1,9 0,25 0,00 0,65 3 
8,9 0,50 0,00 1,30 6 
17,8 0,35 0,00 1,50 8 
31,8 0,45 0,00 2,50 14 


Tabelle XJ. 


Wertig- 
keit 


0,018 
0,015 
0,015 


B-Phenol-d-xylosid (Schmelzp. 177,5—179°), 1°/, Emulsin 
(aus SiBmandeln, £-Glucosidasewert = 0,71), py = 5,0, bei 37°, 6,8 Tage. 


ecm n/10-Permanganat auf 5,0 ccm Lésung 
mg Xylosid 
in 6,0cem | Ferment | Xylosid | | ‘lo Spaltung 
und Puffer | und Puffer | und Puffer 
50,8 0,30 0.25 | 8,6 iiber 90 
64,6 0,30 0,25 10,7 iiber 90 


(== 0,054 n.), 19/, Emulsin (aus Aprikosen, /-Glucosidasewert 


Tabelle XII. 
B-Phenol-d-xylosid (Schmelzp. 177,5—179°) 


pu = 5,0, bei 37°, 2 Tage. 


1,23), 


cem n/10-Permanganat auf 5,0 ccm Lésung 
mg Xylosid 
in 6,0 cem Ferment Xylosid | Xyloeid’ 
und Puffer |§ und Puffer | und Puffer 
72,6 0,00 0.30 | 10,50 


Tabelle XIII. 


| iiber 80 


°/, Spaltung 


B-Phenol-d-xylosid (Schmelzp. 177,5—179°) (etwa 0,05 n.), 1°/, Emulsin 


(aus Aprikosen, £-Glucosidasewert = 1,23), 13,5 Stunden, bei 30,0°. 


PH 


| 
| 


D> 


S> Or or 


ccm n/10-Permanganat auf 
5,0 com Lésun 
erment | erment, 
prem | Xylosid | Xylosid Spaltung keit 
Puffer und Puffer | und Puffer 
00 | O80 | 615 47 3,3 
00 0,30 5,60 43 
00 | 0,80 | = 6,15 47 
0,0 | 0,30 5,05 38 
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Tabelle XIV. 


Je 0,071g 8-Phenol-d-xylosid (Schmelzp. 177,5—179°) 6,0 ccm (= 0,049 n.), 
1°/, Emulsin (aus Aprikosenkernen, #-Glucosidasewert = 1,23), bei 30,0°, 
3,5 Stunden. 
ccm n/10-Permanganat auf 5,0 ccm 
Lés 
Wertig- 
PH 
Ferment | Glykosid | Glykosid, | Spaltung keit 
und Puffer | und Puffer und alee 
3,9 0,0 0,90 1,55 6 — 
4,2 0,0 0,65 1,55 7 - 
4,6 0,0 0,30 1,25 8 — 
5,0 0,0 0,30 1,15 6 1,21 , 
5,8 0,0 0,30* 1,40 9 — 
6,2 0,0 0,30* 0,85 4 —_ 
6,6 0,0 | 0,30* 0,70 3 _ 


Tabelle XY. 
1,5°/, Salicin (= etwa 0,053 n.), 0,33°/, Emulsin (aus Aprikosenkernen, 
B-Glucosidasewert 0,73), 2 Minuten (= 0,00139 Tage) bei 30,0°. 


ccm n/10 cem n/10 
Pu auf 5,0ccm | Spaltung sia auf 5,0 ccm | Spaltung 
Lésung Lésung 
3,8 2,40 16,2 5,4 3,80 25,4 
3,8 2,45 5,4 3,90 
4,2 3,70 24,9 5,75 4,30 29,3 
4,2 3,80 i] 5,75 4,40 
4,6 3,70 24.9 5,75 4,50 
4,6 3,80 3,70 
4,9 4,00 6,3 3,70 26,/ 
4,9 4,00 6,6 2,45 
6,6 2,50 16,5 


Wertigkeit (py = 4,9) etwa 2000. 


*) Nicht beobachtet, sondern den beiden vorhergehenden Versuchen 
entnommen. Bei px von 4,2 abwarts ist auch schon Saurehydrolyse be- 
merkbar. 
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Tabelle XVI. 
),3355 g B-Phenol-d-glucosid*!) (Schmelzp. 172—174°; 68,5°) in 
25 ccm Lésung (= etwa 0,05 n.), 1°/, Emulsin (aus Aprikosen, £-Glucosidase - 
| wert 0,73), pa = 5,0, bei 30,0°. 


t cem n/10-Permanganat 
(Minuten) auf 5,0 ccm Lésung */o Spaltung | Wertigkeit 
1,65 170 
6 3,35 23,4 190 
: 4,85 34,3 190 
12 6,60 47,0 220 


Tabelle XVII. 
0,404 g «-Phenol-glucosid?!) (Schmelzp. 172—173°, [«]? -+-188°) 
in 25,0ccm Lésung (= etwa 0,06 n.), etwa 1°/, Emulsin (aus Aprikosen, 
B-Glucosidasewert 0,73), pu = 5,0, bei 37°. 


ecm n/10-Permanganat auf 


5,0 ccm Lésung 
Wertigkeit 
Ferment | Glucosid | Ferment, | Spaltung 
und Puffer | und Puffer | ynd Puffer 
4 0,0 0,0 0,0 
10 0,0 0,0 0,30 1,6 0,0047 
20 0,0 | 0,0 0,90 4,9 0,0072 
3 0,0 0,0 | 1,50 8,2 0,0082 


Tabelle XVIII. 
f-Phenol-d-galaktosid**) (Schmelzp. 144—146°, = — 37,2°), 
1°/, Emulsin (8-Glucosidasewert 0,73), pu = 5,0, bei 30,0°, 


ccm n/10-Per- 
manganat auf 
t mg Galaktosid | 5,0 com Lésung 
Spalt Wertigkeit 
(Min.) in 6,0 cem (Ferment, fe Spaltung 
Galaktosid 
und Puffer) 
30 80,6 2,05 14,3 21,0 
60 80,5 3,40 23,8 18,0 
120 80,7 5,65 40,1 18,0 
180 80,7 7,35 52,6 17,0 


8-Phenol-galaktosid wird in der angegebenen Pufferlésung, pg = 5,0, 
auch nach 3stiindigem Aufbewahren bei 30,0° nicht gespalten. 
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Tabelle XIX. 


«-Phenol-d-galaktosid (etwa 0.5n), etwa 1°/, Emulsin (aus SiBmandeln, 
B-Glucosidasewert 0,78), pu = 5,0, bei 30,0°. 


mg ecm n/10-Permanganat 
erti 
(Stdn.)]} in ccm —, Spaltung gkel 
sun 
& und Puffer und Puffer 
3,0 80,7 0,05 2,15 14,6 3,64 
5,0 80,7 —~ 3,25 22,3 3,50 
8,5 80,7 ~~ 4,95 34,6 3,46 
12,5 80,4 0,05 6,55 46,4 3,45 


Eine besondere Bestimmung ergab, daB selbst bei 37° nach einer Woche 
«-Phenol-galaktosid [pq = 5,0] nicht reduziert. 


Tabelle XX. 


Phenol-f-d-glucosid-6-bromhydrin (Schmelzp. 162,5—164°). 0,3313 g 
Glucosid in 20,0 cem Lésung, px = 5,0, 1°/) Emulsin (aus Aprikosen, 
8-Glucosidasewert = 0,73), Temperatur 37,5°. 

Die Proben, je 3,0 ccm, wurden durch Mischen gleicher Volumina Gluco- 
sid- und Fermentlésung (bzw. Wasser oder Pufferlésung) angesetzt. Die Spal- 
tung wurde in diesem Falle polarimetrisch verfolgt, da die Reduktionskraft 
des Glucose-6-bromhydrins nicht festgestellt ist. Im besonderen Versuch 
wurde festgestellt, daB8 unter den Bedingungen auch einer langeren Spaltung 
das Brom nicht gegen Hydroxyl ausgetauscht wird, daB das einmal ein- 

gestellte pq (5,0) auch am SchluB der Spaltung vorhanden ist. 


Drehung im 2 dm-Rohr 
Theoret. 


Wertig- 

t Glucosid, | Ferment End- e 
pico Ferment | und drehung 2) Spaltung keit 

und Putter") und Puffer | Puffer 


0,677| 3,019 | —1,37° | — 0,589] +1230] 52,4 3,16 
o949| 083°  — 0,609] + 123°] 652 | 3,21 


Die in der letzten Spalte der T'abellen angegebene ,,Wertig- 
keit‘‘ des Ferments gegen das betreffende Substrat ist im Anschluf 
an die Bestimmung des /-Glucosidasewertes berechnet nach der 


Formel: e100 
8100 — °/, Spaltung 
W = 
t-lg 


*) Zugleich Anfangsdrehung, da durch quantitative Versuche _ fest- 
gestellt wurde, daB auch nach einer liingeren Spaltungszeit die Mischung 
Fehlingsche Lésung nicht reduziert. 
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Uber Emulsin. VI. 


wobei t die Zeit in Tagen ist und g die Gramm Fermentpriparat 
in 50,0 eem Bestimmungsgemisch sind (bei einer 1°/,igen Losung 
also 0,5). Alles iibrige geht aus den Tabellen selbst hervor. 
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Nachschrift bei der Korrektur am 4. II. 1982 (zu den 
Tabellen XVIII und XIX). Inzwischen haben Versuche von 
Herrn Peters mit einem besonders gereinigten Emulsinpriaparat 
(mit der Wertigkeit 10 gegen Salicin) ergeben, daB dieses Prapa- 
rat im gleichen Verhiltnis eine gesteigerte Wirkung gegen (-Phe- 
nol-d-galaktosid zeigt, dagegen «-Phenol-d-galaktosid praktisch 
nicht mehr zu spalten in der Lage ist. Dies kann am einfachsten 
als Abtrennung einer im Rohferment vorhandenen «-Galakto- 
sidase gedeutet werden. Die von 6-Glucosidase und 
6-Galaktosidase wird dadurch andererseits noch wahrscheinlicher 
gemacht. 
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e-Glucosidase und Disaccharidspaltung. 


Von 


Karl Myrbiick. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitét Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. Januar 1932.) 


Die Anschauung von R. Weidenhagen, daB keine spezi- 
fischen, disaccharidspaltenden Enzyme existieren, sondern daB die 
Disaccharide als Glucoside von den als einheitlich betrachteten 
Glucosidasen gespalten werden, mu aus verschiedenen Griinden 
als unzutreffend bezeichnet werden. Im Gegensatz zu der alteren 
Annahme, daB z. B. unter den «-glucosidspaltenden Enzymen 
solche vorkommen, die nur bestimmte Glucoside oder Disaccharide 
angreifen, behauptet Weidenhagen, daB die «-Glucosidase 
auBer den gewohnlichen Glucosiden alle Disaccharide spaltet, die als 
z-Glucoside aufgefaBt werden kénnen. Hin Enzym, das «-Methyl- 
glucosid spaltet, muB nicht nur Maltose, sondern auch Rohrzucker 
verlegen. Umgekehrt mu8 jedes maltosespaltende Enzym «-Methy)- 
glucosid spalten. Dagegen kann eine Saccharase auch eine £-Fructo- 
sidase sein. Gegen diese Auffassung wenden sich aufer 4lteren 
Arbeiten die neuen Untersuchungen von Karstrém!), die vom 
Verfasser vollstiindig bestiatigt werden konnten, wonach gewisse 
Colibakterien ein Enzym enthalten, das Maltose schnell spaltet, 
ohne auf Rohrzucker die geringste Wirkung zu haben. In einer 
Erwiderung?) aui meine Arbeit®) behauptet Weidenhagen, 
wieder mit eimem ahnlichen Bakterientrockenpriparat wie dem 
von mir angewandten, schwache Wirkung auf beide Disaccharide 
gefunden zu haben. Ich glaube indessen, daB die ausfiihrliche 
Arbeit von Karstr6é6m sowie meine Versuche ein geniigendes 
Tatsachenmaterial in dieser speziellen Frage gebracht haben. 
Weidenhagen meint, es ware besser, die Resultate an der Hefe 
nachzupriifen. Ich kann diese Auffassung nicht teilen. Abgesehen 
davon, daB weder ich noch Karstr6ém iiber die Hefemaltase etwas 


j f 
4 
et 
Bi 
4 
u 
id 
mi 

0, 
D 
4 
be 
‘ 

Bit 

is 4 
5 
a 
We 
4 
90 
ne 


a-Glucosidase und Disaccharidspaltung. 949 


behauptet haben, und die wohl noch nicht endgiiltig beantwortete 
Frage nach der Saccharasewirkung der Hefemaltase in diese 
Diskussion nicht gehért, so ist hervorzuheben, daB Weidenhagen 
selbst nachdriicklich die allgemeine Giltigkeit seiner Glucosidasen- 
theorie behauptet hat. 

In der Zwischenzeit ist eine Arbeit von Pringsheim, Bor- 
chart und Loew erschienen*), die von einer anderen Seite aus die 
Unhaltbarkeit der Weidenhagenschen Theorie beweist. Im 
Anschlu8 an 4ltere Versuche von Pringsheim und Leibowitz 
iiber die Gerstenmalzmaltase®) finden sie, daB die in der Taka- 
diastase, sowie in dem Pilz Aspergillus Wentii vorhandene Maltase 
auf a-Methylglucosid ohne Wirkung ist, was also mit der Weiden- 
hagenschen Theorie unvereinbar ist. Herr Professor Pringsheim 
hat liebenswiirdigerweise durch Ubersendung einer Kultur von 
Aspergillus Wentii mir die Méglichkeit gegeben, diese Versuche zu 
wiederholen. Ich untersuchte auBerdem in dieser Beziehung noch- 
mals ein Préparat von Takadiastase. Meine Resultate sind mit 
denen von Pringsheim in vollkommener Ubereinstimmung. 

Der Aspergillus wurde in groBen Erlenmeyerkolben auf einer 
etwa zentimeterhohen Schicht von sterilisiertem Wiirze-Rosinen- 
most geziichtet. Nach etwa 10 ‘agen wurde die Pilzdecke ab- 
gehoben und mehrmals mit Wasser ausgewaschen und mit der 
Hand abgepreBt. Sie wurde dann mit Sand und etwas verdiinntem 
Phosphatpuffer von pu = 6,2 gerieben und stand unter Toluol 
iiber Nacht im Eisschrank. Von der klar abfiltrierten Flissigkeit 
wurden Proben von 5 cem mit 15 cem 0,1/m-Phosphatpuffer ver- 
diinnt. Eimige Proben dienten als Kontrollen, in einigen wurde je 
0,1 g a-Methylglucosid und in einigen je 0,1 g Maltose aufgelést. 
Die Reduktion wurde nach Willstétter und Schudel sowie 
nach Bertrand bestimmt. Beispiel: 


Spaltung °/, 
Zeit 
a-Methylglucosid| Maltose 
25 Stunden 0,0 | 
45 ,, 0,0 | 57,1 


Das Methylglucosid bleibt also vollstiindig unangegriffen, 
wihrend die Maltose zu beinahe ?/; zerfallen ist. 
Bei den Versuchen mit Takadiastase kamen 5 cem einer 


| 2°/gigen Lésung eines Priiparats von Parke Davis u. Co. als Enzym- 
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lésung zur Anwendung. Die Versuche wurden sonst in derselben 
Weise ausgefiihrt. Beispiel: 


Spaltung °/, 
Zeit 
a-Methylglucosid | Maltose 
24 Stunden 0,0 58,0 
48, 0,0 86,9 


Auch diese Versuche geben ein vollkommen eindeutiges 
Resultat. Es besteht kein Zweifel, daB, wie Pringsheim ge- 
funden hat, Maltasen existieren, die auf «-Methylglucosid wirkungs- 
los sind. Diese Enzyme wiren also nach der von Leibowitz*) 
entwickelten Vorstellung zu den Glucomaltasen zu rechnen. 

In meiner fritheren Mitteilung (8. 198) schrieb ich: ,,Sollten 
sich die Befunde von Karstr6ém bestitigen lassen, bleibt nach 
Weidenhagens Ansicht die Saccharosespaltung der Hefe-z- 
glucosidase bestehen, wodurch aber die Spezifitatsverhaltnisse der 
Carbohydrasen, die durch die Weidenhagensche Theorie ver- 
einfacht werden sollten, noch verwickelter werden.“ Prings- 
heim will sich nicht dieser Meinung anschlieBen, sondern hilt es 
fiir wahrscheinlich, ,,daB die von Leibowitz..... entwickelten 
Vorstellungen (iiber Gluco- und Glucosidomaltase) das Richtige 
treffen. Ich bedauere, daB ich mich unklar ausgedriickt habe. 
Meine Absicht war nur zu sagen, dai der ganze Fragenkomplex, 
die Richtigkeit der Weidenhagenschen Annahmen voraus- 
gesetzt, insofern verwickelter wird, als wir uns dann die Hefen- 
saccharase als eine Mischung von 2 Enzymen vorstellen miBten. 
Zu einer ihnlichen Auffassung gab es zwar friiher Ansatze (Gluco- 
und Fructosaccharase nach Kuhn), andererseits lieBen sich aber 
die Befunde durch die Zweiaffinititstheorie von Euler und 
Josephson erkliren. 
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Colorimetrische Methode 
zur quantitativen Bestimmung von Glykokoll. 


Von 


G. Klein und H. Linser. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Biolaboratorium Oppau der I. G. Farbenindustrie A.-G., Ludwigshafen a. Rh.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Januar 1932.) 


Fir das Glykokoll sind nur wenige Farbenreaktionen an- 
gegeben. Es farbt sich mit eimer waBrigen Lésung von Kisen- 
chlorid rot, mit Ninhydrin bereits in der Kalte?) blau, mit Phenol 
und Natriumhypochlorit ebenfalls blau?) und, wie neuerdings 
Zimmermann angab’), mit Orthophthaldialdehyd violett. 

Die Reaktion mit Eisenchlorid eignet sich zu einer Be- 
stimmung von Glykokoll nicht, da diese und aéhnliche Reaktionen, 
ebenso auch andere Farbungen von einer groBen Reihe verschiedener 
Stoffe hervorgerufen werden kann. Die Blaufirbung von Glykokoll 
mit Phenol und Natriumhypochlorit ist ebenso wenig brauchbar, 
da sie nicht spezifisch ist und andere Monoaminosauren ahnliche 
Farben geben (Alanin, Leucin). Sie wurde jiingst von Firth und 
Mitarbeitern®) eingehend bearbeitet und im Prinzip als Reaktion 
auf Ammoniak erkannt. Quantitativ wurde die Reaktion nicht 
verwertet. Ebensowenig brauchbar erscheint auch die Reaktion 
mit Ninhydrin, die ja von fast allen anderen Aminosaéuren auch 
gegeben wird. 

Auch die Reaktion von Zimmermann ist nicht spezifisch, 
da ahnliche Farbungen auch bei Histidin, Histamin, Carnosin, 
Arginin und anderen auftreten.*) Doch sind alle Monoamino- 
sduren insofern negativ, als sie keine Blau- und Violettfairbungen, 
sondern héchstens Gelbfarbungen geben. Die Reaktion ist also 
innerhalb der Monoaminosauren fiir das Glykokoll spezifisch. Die 
anderen positiv reagierenden Korper lassen sich durch Fallung 
mit Phosphorwolframséure vorher quantitativ entfernen (z. B. 
Histidin und Arginin).°) 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCV. 18 
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Die Zimmermannsche Reaktion ware also, wenn sie sich 
colorimetrisch auswerten leBe, zur quantitativen Bestimmung von 
Glykokoll neben anderen Aminosiuren geeignet. 

Die qualitative Ausfiihrung der Reaktion ist folgende: Eine etwa 
1°/, Glykokoll enthaltende Lésung wird mit 10 Tropfen einer 2 n-Natronlauge 
und 8 Tropfen einer waBrigen Lésung von Orthophthaldialdehyd versetzt, 
umgeschiittelt und nach etwa 10 Sekunden 10 Tropfen konzentrierte Salz- 
siure zugegeben. Es tritt bei konzentrierten Lésungen ein violetter bis 
griinlicher Niederschlag auf, bei verdiinnteren Lésungen eine blaue, violette 
oder rote Farbung. 

Es wurde nun versucht, diese Reaktion des Glykokolls zu 
einer quantitativen Bestimmungsmethode fiir Glykokoll aus- 
zuarbeiten. Vorversuche zeigten, daf die auftretende Triibung 
und auch die bei konzentrierteren Lésungen vorhandene Fallung 
in Alkohol leicht und mit schén blauer Farbe ldéslich ist, so da8 
die Farbe zur colorimetrischen Bestimmung geeignet ist und der 
Weg also gangbar schien. 

Allerdings zeigte sich sofort zweierlei: Die Empfindlichkeit 
der Reaktion ist nicht sehr groB. Es lassen sich héchstens noch 
1 mg Glykokoll in etwa 20 com erkennen. Und andererseits zeigte 
sich weder Proportionalitét von Konzentration und dem Wert des 
Extinktionskoeffizienten noch auch nur annéhernde absolute 
Konstanz des Absorptionsspektrums und der Farbungsintensitit 
bei verschiedenen Proben derselben Konzentration, so daB es im 
Augenblick fiir eine colorimetrische Methode ginzlich ungeeignet 
erschien. 

Es wurde also versucht, durch Variation der einzelnen Kompo- 
nenten und unter genauer Einhaltung konstanter Temperatur und 
Zeit die Fairbung zur qualitativen und quantitativen Konstanz zu 
bringen. Es ergab sich dabei, daf sich durch Variation der Art 
der Ausfiihrung der Reaktion fast alle beliebigen Farbnuancen 
zwischen Rot, Griin und Violett erzielen lassen, was zeigte, daB man 
mit groBer Vorsicht alle Bedingungen méglichst konstant zu halten 

hatte, um iiberhaupt vergleichbare Werte zu erzielen. Bei sorg- 
loser Handhabung der Reaktionen ergaben sich oft bei védllig 
gleichen Proben ganzlich verschiedene Farben, etwa Rot bei der 
einen und Blau bei der anderen daneben gleichzeitig hergestellten 
Probe. 

Das Reagens wurde nach dem bei Zimmermann’) angegebenen Rezept 
hergestellt [vgl. 4)]. 10 g o-Tetrabrom-o-xylol (Kahlbaum) und 9 g krystalli- 


nisches Kaliumoxalat wurden mit 62 ccm Wasser und ebensoviel 95°/,igem 
Alkohol 40 Stunden am RiickfluBkihler gekocht und aus der etwas gelben 
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Flissigkeit 50 ccm Alkohol abdestilliert. Dann wurden 10 g Natriumphosphat 
und 300 ccm Wasser zugegeben und aus dem Gemisch nun 300 cem Filiissigkeit 
abdestilliert und in ihr der im Kiihler auskrystallisierte Phthalaldehyd auf- 
gelést. Diese Lésung wurde in braunen Flaschen aufbewahrt und zur Reaktion 
verwendet. 


Versuche.*) 


Zu 10 cem einer 0,1°/,igen waBrigen Lésung von Glykokoll wurden 5 ccm 
2 n-Natronlauge, dann 3ccm Reagens und schlieBlich 5 ccm konzentrierte 
Schwefelsiure zugegeben. Es trat eine dunkel blaugriine Farbung und Faillung 
auf, die sich bei Zugabe von Alkohol wieder léste. Es zeigte sich, daB die Zeit 
zwischen Saure- und Alkoholzugabe auf die Art der Farbung starken EinfluB 
hatte. Es wurde also in den folgenden Versuchen statt der Saure gleich ein 
Gemisch aus Alkohol und Schwefelsiure zugefiigt. Trotzdem war aber keine 
Farbkonstanz zu erreichen. 

Die Zeit der Einwirkung der Lauge auf das Glykokoll iibt ebenfalls starken 
EinfluB auf die Farbe aus. Je linger wir die Lauge einwirken lieBen, desto 
rotstichiger fiel die Farbung aus. Wird Glykokoll mit etwas Lauge und mit 
Reagens versetzt und etwa 1/, Stunde lang gekocht, so tritt bei Zugabe von 
Saure iiberhaupt keine Farbung mehr auf. Variiert man in einer Reihe gleicher 
Versuche die Menge der Lauge, so erhalt man die dunkelsten Farbungen bei 
der geringsten Menge (1 ccm 2n-NaOH). Es wurde daher versucht, nur mit 
Zugabe von schwach alkalischer Pufferlésung ebenfalls die Farbe hervor- 
zurufen, was auch mit Gemischen von einem py tiber 7,2**) gelang, doch zeigte 
sich nicht eine blaue oder violette, sondern eine griine Farbe. 

Um den EjinfluB der Siuremenge kennen zu lernen, wurde auch diese 
variiert, wobei gréBere Mengen die Farbung abschwachten, allzu geringe aber 
gar nicht erst entstehen lieBen. Es wurde also unter Zugabe von Methylrot 
zu dem Gemisch aus Glykokoll, Lauge und Reagens mit konzentrierter Schwefel- 
siure bis zum Umschlag titriert. Es entstand dabei im selben Moment, in 
dem der Indicator umschlug, eine Griinfarbung. Erst nach Zugabe eines Uber- 
schusses von Saure erschien die erwartete rotviolette Farbe. 


Die Versuche ergaben also, daB das Glykokoll unter dem Kin- 
flu8 der Lauge so verindert wird, daB bei zunehmender Kin- 
wirkungsdauer die Zimmermannsche Reaktion immer schwicher 
ausfallt. Es tritt jedoch bei Zugabe des Reagenses und laingerer 
Einwirkung im alkalischen Medium eine Gelbfarbung auf. Dies 
besagt, daB zur Konstanthaltung der Reaktionsbedingungen bei 
verschiedenen Proben die Dauer der Einwirkung der Lauge genau 
beriicksichtigt werden mu. Ferner ergab sich aus der Vielfiltig- 
keit der auftretenden Farben, daB es sich hier wahrscheinlich um 


*) Samtliche Versuche wurden mit dem ZeiBschen Stufenphotometer 
hinsichtlich der Qualitét und Intensitat der erhaltenen Farbungen ausgewertet, 
so daB zahlenmaBig vergleichbare Werte vorhanden waren, was die Arbeit 
bedeutend erleichterte. 

**) Die Hohe des px-Wertes ist, falls sie gréBer als 7,2 ist, belanglos und 
die Farbe andert sich kaum mit ihm. 
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mehrere Farbkomponenten handelte. Es wurde also versucht, 
die einzelnen Komponenten voneinander zu trennen. Dies gelang 
mit Chloroform. Es zeigte sich, daB beim Ausschiitteln des Re- 
aktionsgemisches sich das Chloroform griin farbte, wahrend der 
alkoholisch-waBrige Anteil rotviolette Farbe hatte. Bei langerem 
Stehen verfirbte sich diese rotviolette Farbe langsam in Blau, 
wahrend die Chloroformlésung nur etwas verdunkelte. 

Nachdem diese Trennung der Farbkomponenten gelungen war, 
wurde nochmals der Einflu8 der Lauge auf die Farbe untersucht 
und es zeigte sich, daB die Rotfarbung der Lésung nur bei Zugabe 
von Lauge, nicht aber bei Zugabe von Phosphatpuffer entstand, 
wihrend die Griinfaérbung des Chloroforms vorhanden war. 

Die griine Farbe erwies sich als ziemlich konstant und ging 
quantitativ in das Chloroform iiber, so da8B die wberstehende 
Lésung farblos erschien. Die Reaktion war daher bereits ziem- 
lich brauchbar. 

Unter Beriicksichtigung der aus den Vorversuchen sich 
ergebenden Erfahrungen fihrten wir schlieBlich die Reaktion 
folgendermaBen durch: 

Zu 10 cem der waBrigen Glykokollésung*) gaben wir 15 cem 
einer Mischung von 25 Teilen m/15-Phosphatpuffer px 8,0 und 
75 Teilen Reagens (die Mischung wurde jedesmal erst knapp vor 
Gebrauch hergestellt) und schiittelten gut um. Nach genau 
2 Minuten wurden 35 cem eines ebenfalls vor Gebrauch frisch her- 
gestellten Gemisches aus 5 Teilen konzentrierter Schwefelséure und 
30 Teilen 96°/,igem Alkohol zugegeben, wieder gut geschiittelt 
und nach weiteren 2 Minuten mit 30 ccm Chloroform gemischt. 

Die Chloroformfraktionen wurden im Scheidetrichter von der 
iiberstehenden Lésung abgetrennt. Beim Colorimetrieren und beim 
EingieBen in die TauchdeckelgefaéBe des Stufenphotometers zeigte 
sich aber, daB die Lésungen triibe und zu Absorptionsmessungen 
deshalb unbrauchbar waren. Es wurde daher versucht, die Triibung 
durch Abzentrifugieren zu beseitigen, was auch gelang, doch lieB 
sich das an der Oberflaiche des Chloroforms angesammelte Wasser 
nie vollig entfernen, so daB beim Umgiefen der Probe in ein anderes 
GefiB wieder Triibungen entstanden. SchlieBlich lieB sich aber 
auch diese Unannehmlichkeit beseitigen, indem zu 5 ccm der 
Chloroformlésung 1 cem Alkohol zugesetzt wurde. Die Lésung 


*) Die zu untersuchende Lésung muB8 neutral sein, keinesfalls darf sie 
sauer reagieren, da die Reaktion sonst nicht stattfindet. 
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blieb dann vollig klar und lie8 sich gut colorimetrieren und auch 
im Stufenphotometer messen. Die Figur gibt das im Stufen- 
photometer bestimmte Absorptionsspektrum der Chloroformfrak- 
tion wieder. 

Auf die Intensitét der Farbe ibt die Menge des zur Reaktion 
verwendeten Reagens einen starken EinfluB aus. Die limitierende 
Wirkung des Reagens macht sich bei 8 ccm bereits bei 3 mg, bei 
15 ccm etwa bei 6 mg (bei S 57 und 61 bereits bei 4 mg) Glykokoll 
geltend. Gleichzeitig sieht man, daB bei etwa 0,5 mg Glykokoll 
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40 \ (Bestimmung mit dem Stufenphotometer) 
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Absorptionsspektrum des Reaktionsproduktes von 15mg Glykokoll mit 3 ccm Reagens. 


bereits keine Absorption im Bereich von S 47 mehr vorhanden ist. 
Auch bei 1 mg ist sie schon sehr schwach und unter der Quarz- 
lampe sieht man bereits diese Lésung nicht mehr in dem schénen 
Goldgelb aufleuchten, mit dem die Chloroformlésung bei héheren 
Glykokollkonzentrationen gekennzeichnet ist. Die starke gold- 
gelbe Fluorescenz des entstandenen Produktes ist in gréBeren Ver- 
diinnungen sichtbarer als die griine Farbe. Falls also der fluo- 
rescierende Stoff vorhanden ware, miiBte er auch durch seine Fluo- 
rescenz sichtbar sein. Er fehit jedoch bei Proben mit 1 mg und 
weniger Gehalt an Glykokoll, ist aber bei 2 mg und mehr sehr 
deutlich sichtbar. Es ist daher nur in engen Bereichen (bei 15 cem 
Reagens von 0,5—6,5 mg Glykokoll) einfache Proportionalitét von 
Konzentration und Extinktion vorhanden, so dab die Umrechnung 
der Konzentration aus dem gefundenen Extinktionskoeffizienten 
nur in diesem (eben angegebenen) Bereich méglich ist; ist die 
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Konzentration der Probe héher, so verdiinnt man sie am besten, 
oder aber man verzichtet auf eine Errechnung der Konzentration 
und geht zur Bestimmung nach einer Hichkurve iiber. Fiir den 
linearen Bereich der Hichkurve fanden wir bei Anwendung von 
15 cem Reagens folgenden Ausdruck, in dem ¢ die Anzahl der 
Milligramm Glykokoll in der Probe, und k den dafiir im Stufen- 


photometer aus der Ablesung 12 (durch k, =— log <3) gefundenen 
Extinktionskoeffizienten (fiir das Filter S 47) bedeutet: 
c=5k+0,5. 


Bei Anwendung der bisher beschriebenen Art der Ausfiihrung 
der Reaktion ist die Empfindlichkeit, wie bereits gesagt wurde, 
ziemlich gering. Es laBt sich gerade noch 1 mg Glykokoll erkennen 
und colorimetrieren. Es wurde daher versucht, die Empfindlich- 
keit bis zu eiem brauchbaren Wert zu steigern. Tatsidchlich 
gelang es bei folgender Ausfithrung der Reaktion noch 0,15 mg 
Glykokoll zu colorimetrieren, und zwar unter Verwendung der 
Mikroeinrichtung des Leitzschen Colorimeters. 

Die in 0,5 cem Wasser geloéste Probe wird mit 0,75 eem des mit 
der Pufferlédsung gemischten Reagens (vgl. dazu 8. 254) versetzt, 
nach genau 2 Minuten 1 cem des ebenfalls friiher schon angegebe- 
nen Siéure-Alkoholgemisches zugefiigt, gut geschiittelt und nach 
weiteren 2 Minuten 5ccem Chloroform zugegeben und die hell- 
griine Farbe ausgeschiittelt.*) Nach dem Absetzen der 2 Schichten 
des Gemisches wurden mit einer Pipette genau 3 ccm Chloroform 
entnommen, mit 0,5 ccm Alkohol gemischt und die nun klare 
Lésung colorimetriert. 

Die auftretenden Griinfirbungen zeigen dieselbe goldgelbe 
Fluorescenz, die friiher schon an konzentrierten Lésungen beob- 
achtet worden war, es liegt also bei der modifizierten Art der Aus- 
fiihrung der Reaktion derselbe Farbstoff vor. 

Die hier beschriebene Reaktion wurde neben dem Glykokoll 
auch mit einer Reihe anderer Kérper versucht. Es wurden (soweit 
dies méglich war) je 10 mg der Stoffe in Wasser gelést und damit 
die Reaktion durchgefiihrt. 

Positiv waren auBer Glykokoll noch Tryptophan, 
Ammonchlorid, Cystin, Arginin und in ganz schwachem 
MaBe (schwache, kaum merkliche Rosafirbung der waBrigen 


*) Der Farbstoff l4Bt sich nur in Gegenwart von Alkohol mit Chloro- 
form ausschiitteln. 
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Fraktion, Farblosigkeit der Chloroformfraktion) auch Alanin und 
Asparagin. Die Reaktion von Arginin, Alanin und Asparagin ist 
sehr schwach und stért die Glykokollbestimmung in keiner Weise. 
Die Reaktion des Cystins besteht éhnlich der des Arginins usw. in 
einer Rotfirbung der waéBrigen Fraktion, ist aber ziemlich stark. 
Da sie sich nur in dem waBrigen Anteil vorfindet und nicht mit 
Chloroform ausschiittelbar ist, stért sie ebenfalls die Glykokoll- 
reaktion in keiner Weise. Anders ist der Fall beim Tryptophan 
und beim Ammonchlorid. Die Reaktion erfolgt bei ersterem 
unter dunkel braungriiner Farbung des wiBrigen und mit stahl- 
blauer Farbung des Chloroformanteils, bei letzterem unter griiner 
Farbung des waBrigen und mit stahlblauer Farbung des Chloro- 
formanteils. Die Blaufiérbung des Chloroformanteils stért natiir- 
lich die Glykokollbestimmung stark. Es wird daher im Auf- 
arbeitungsgange nicht nur nétig sein das Ammoniak'), sondern 
auch das Tryptophan zu entfernen, waihrend das Arginin und 
andere Aminosduren nicht storen (vgl. dagegen Zimmermann.’)*) 

Negativ waren folgende Substanzen: Valin, Leucin, Tyrosin, 
Serin, Phenylserin, Asparagin, Asparaginséure, Glutaminsiure, 
Lysin, Prolin, Oxyprolin, ferner Betain, Trigonellin, Nicotinséure, 
Cholin, Dimethylamin, Diéthylamin, Dibutylamin, Trimethylamin, 
Triéthylamin, Tripropylamin. In groBen Konzentrationen gaben 
schwach gelbe bis braune Farbungen: Methylamin, Propylamin, 
Butylamin, Hexylamin, Heptylamin und Phenol. 

Indol gab eine Gelbfairbung der Chloroformfraktion, die 
waBrige Fraktion war schwach gelb und gab sehr intensive blaue 
Fluorescenz. 

Es sei nochmals darauf hingewiesen, daB bei Ausfiithrung der 
Reaktion mit groBer Genauigkeit vorgegangen werden mu, wenn 
gute Resultate erzielt werden sollen. Es empfiehlt sich, statt eines 
Colorimeters das ZeiBsche Stufenphotometer zu verwenden, das 
neben anderen Vorteilen auch den hat, daB das Chloroform- 


*) Bei den iiblichen Verfahren zur Abscheidung von Tryptophan, etwa 
mit Mercurosulfat, ist sorgfaltig darauf zu achten, daB sowohl das Mercuro- 
sulfat als auch etwa vorhandener Schwefelwasserstoff oder andere Reagenzien 
vollig entfernt werden, da geringe Mengen den Ausfall der Reaktion sehr stark 
beeinflussen kénnen. Auch bei der Trennung vom Ammoniak ist mit groBer 
Vorsicht zu verfahren. Eine Abscheidung mit Permutit ergab keine be- 
friedigenden Ergebnisse [vgl. dazu °)]. Die Stérungen machen sich meist in 
der Qualitat der Farbung geltend. Am einfachsten wird das Ammoniak nach 
Folin (schwache Alkalitét, niedere Temperatur) entfernt. 
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Alkoholgemisch die zugehérigen TauchdeckelgeféBe weniger an- 
greift als die Tauchbecher des Leitzschen Colorimeters, was 
Stérungen und Fehler erspart. Freilich ist es auch bei Verwendung 
des Stufenphotometers notwendig, parallel zu der zu _ unter- 
suchenden Probe eine gleichartig vorbereitete Standardlésung zu 
messen, um bei der Umrechnung der Werte der Extinktions- 
koeffizienten auf die Konzentration sicher zu gehen. Da die Menge 
des verwendeten Reagenses groBen HinfluB auf die Extinktions- 
koeffizienten ausiibt, wird es daher zur Sicherheit notwendig sein, 
statt nur einer gleich zwei, voneinander etwa um eine Einheit der 
GroBenordnung verschiedene Standardlésungen zur Kontrolle aus- 
zumessen, etwa so, daB der Wert der Probe zwischen die Werte 
der beiden Standardlésungen fallt. 

Uber die chemische Natur des bei dieser Reaktionsfiihrung 
entstandenen Farbkérpers wurden keine néheren Untersuchungen 
angestellt. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine colorimetrische Methode zur Bestimmung von 
Glykokoll angegeben, die bis zu 0,05 mg Glykokoll verwendbar ist. 
Von den anderen Aminoséiuren stért nur Tryptophan. Auch 
Ammoniak stért. Beide geben bei derselben Reaktion ebenfalls, 
jedoch qualitativ andere Firbungen und miissen daher aus- 
geschaltet werden. 
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Quantitative Untersuchung der Verteilung 
eines arsenhaltigen Antigens im Organismus. 
Von 


Felix Haurowitz und Friedrich Breinl. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Medizin.-chem. und dem Hygienischen Institut der Deutschen Universitat in Prag.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Januar 1932.) 


Kuppelt man EiweiBkorper mit diazotierter Arsanilsiure 
(p-Amino-phenyl-arsinsaéure), so erhalt man ein arsenhaltiges 
Azoprotein, das sich nach den grundlegenden Untersuchungen 
Landsteiners?) als ein Antigen erweist. Immunisiert man Tiere 
mit diesem Antigen, so entstehen Antikorper, die nach Land- 
steiner spezifisch auf die aromatische arsenhaltige Gruppe ein- 
gestellt sind. 

Die spezifische Affinitét der Antikérper zur arsenhaltigen 
Gruppe konnte Landsteiner durch Hemmung der Prizipitation 
durch Arsanilséure nachweisen. Kiirzlich haben Marrack und 
Smith?) einen weiteren Beweis durch Dialyse der Arsanilsiure 
mit und ohne Zusatz von Immunserum geliefert. 


Das arsenhaltige Azoprotein schien uns besonders geeignet, 
um mit chemischen Methoden das Schicksal des Antigens im 
Organismus zu verfolgen. Wir haben zu diesem Zwecke Kaninchen 
zu verschiedenen Zeitpunkten nach Injektion des Antigens getétet 
und den Arsengehalt der Organe bestimmt. Vor ahnlichen 
mit serologischer Methodik durchgefiihrten Versuchen*) hat unsere 
Methode den Vorzug der gréBeren Genauigkeit. Wir kénnen 
ferner auf chemischem Wege das gesamte Antigen erfassen, auch 
wenn ein Teil desselben irreversibel an die unldslichen Gewebs- 
elemente gebunden ware und durch Auswaschen der Gewebe nicht 
oder nur zum Teil in Lésung gebracht werden kénnte. Wiire ein 
Teil des Antigens etwa in derartiger Form an Gewebe gebunden, 
so kénnte er durch die serologischen Methoden nicht quantitativ 
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erfaBt werden, da der exakte serologische Nachweis nur in Lésungen 
bzw. Extrakten médglich ist. 

Wir koénnen allerdings mit unserer Methode nur das gesamte 
Arsen eines Organs bestimmen und daraus — da der Arsengehalt 
des Antigens bestimmt ist — seinen Gehalt an Antigen berechnen, 
Dabei erfassen wir jedoch auch das normalerweise in den Organen 
vorkommende Arsen. Seine Menge betrigt nach Versuchen von 
Billeter*) etwa 10y-°/,, d.h. 0,00001 g in 100g Gewebe. Der 
Organismus eines normalen Kaninchens diirfte daher etwa 150 bis 
200 y Arsen enthalten. Dagegen enthilt die von uns injizierte 
Menge Antigen etwa 2000—4000 y As. Der geringe normale Arsen- 
gehalt der Organe vermag daher das Bild der Verteilung nicht 
wesentlich zu stéren. 

Kin weiterer Nachteil unserer chemischen Methode ist der 
Umstand, daB sie iiber die chemische Bindung des in den Organen 
gefundenen Arsens keine Aussage gestattet. Man darf vermuten, 
daB in den Organen kurz nach der Injektion unveraindertes oder 
wenig verindertes Antigen in gebundener Form vorliegt und daf 
die durch die spaltende Wirkung der Zellfermente entstandenen 
arsenhaltigen Bruchstiicke des Antigens aus der Zelle austreten, 
in das Blut gelangen und durch die Niere oder durch den Darm 
ausgeschieden werden. Diese Ausscheidung konnten wir — wie 
weiter unten berichtet wird — quantitativ verfolgen. 

Zur Arsenbestimmung haben wir die Organe mit Salpeter- 
siure-Schwefelsiéure aufgeschlossen, das Arsen nach Billeter’) 
als Trichlorid in eine Vorlage von rauchender Salpetersdure 
destilliert und im Destillat nach Maehling und Flinn®) kolori- 
metrisch die Blaufirbung reduzierter Molybdén—Schwefelsaure _be- 
stimmt. Bei sehr kleinen Mengen Arsen haben wir nach der Mikro- 
methode von Fellenberg®) mittelst Zink und Schwefelsdure in 
Arsenwasserstoff iiberfiihrt und die Briunung von Sublimatpapier 
durch Arsenwasserstoff quantitativ ausgewertet. Im experimen- 
tellen Teil beschreiben wir die Einzelheiten dieser Methode und 
begriinden die Abweichungen von den urspriinglichen Methoden 
der genannten Autoren. 


Experimenteller Teil. 


(Unter Mitarbeit von Adolf Winkler.) 


Darstellung des Antigens und Immunisierung. 2¢ 
des kiuflichen Atoxyls wurden nach Landsteiner und Lamp!’) 
diazotiert. Die Diazolésung wurde vorsichtig zu einer Mischung 
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von 100ccm Pferdeserum und 100ccm n-Sodalésung zugesetzt 
und nach den Vorschriften Landsteiners wiederholt mit Séaure 
bzw. Alkohol umgefallt. SchlieBlich wurde in Fischblasen gegen 
flieBendes Wasser dialysiert, bis die Lésung frei von dialysablem 
Farbstoff war.*) Sie wurde mit 1°/) NaCl und 0,25°/, Phenol 
versetzt. Wir injizierten 2ccm einer 8—5°/,igen Antigenlésung 
in die Ohrvene von Kaninchen und téteten die Tiere nach be- 
stimmten Zeitpunkten durch Verbluten aus der Carotis. Arsen- 
bestimmungen nach der unten beschriebenen Methode ergaben, 
daB unsere Antigene 1,5—2,1°/, As enthielten. 

Arsenbestimmungsmethoden anderer Autoren. Die 
beste Methode zur Bestimmung kleiner Arsenmengen in Organen 
stammt von Billeter. Billeter*) hat die Organe mit Salpeter— 
Schwefelsfure feucht aufgeschlossen, dann einer Schmelze mit 
Soda und Perchlorat unterworfen, das Arsen als Trichlorid ab- 
destilliert, in HNO, aufgefangen und in einem modifizierten Mikro- 
apparat nach Marsh nach der Starke des Arsenspiegels bestimmt. 
Mit Hilfe dieser Methode 1]4Bt sich der sehr geringe Arsengehalt 
normaler Organe untersuchen. Leider ist die Methode infolge 
Anwendung der Perchloratschmelze sehr zeitraubend und daher 
fir Serienbestimmungen wenig geeignet. — Kiirzlich haben 
Fellenberg*) und Maehling und Flinn®) vorgeschlagen, die 
Organe lediglich feucht zu veraschen und auf die Schmelze zu 
verzichten. Eigene Versuche zeigten uns, daf man damit einen 
Fehler begeht, der bei Zerst6rung von 10g Organ etwa 2y be- 
trigt. Das Verfahren ist also — wie schon Billeter betont hat — 
unbrauchbar, wenn man den normalen Arsengehalt der Organe 
bestimmen will, der etwa ly Arsen in 10g Gewebe erreicht. 
Unsere Versuchstiere enthielten jedoch in 10g ihrer speichernden 
Organe durchschnittlich 50y Arsen. Ein Fehler von 2y konnte 
daher in Kauf genommen werden. Es ist jedoch klar, da8 unsere 
Werte, sofern sie etwa 15 y As unterschreiten, mit einem betricht- 
lichen Fehler behaftet sind. 

Als Bestimmungsmethode wandten wir die von Flinn und 
Maehling®) vorgeschlagene colorimetrische Auswertung der Blau- 


*) Den Kaninchen Nr. 1—12 wurde ein Azoprotein injiziert, das nur 
kurze Zeit der Dialyse unterworfen war. Es enthielt — wie nachtraglich fest- 
gestellt wurde — etwa 18°/, des Arsens in dialysabler Form. Tab. 2, 3 und 4 
zeigen jedoch, daB die Versuche mit dieser Antigenlésung ebenso verliefen wie 
jene mit einem linger dialysierten Antigen, das frei von dialysablen arsen- 
haltigen Stoffen war. Das zuletzt genannte Antigen wurde den Tieren Nr. 13 
bis 17 injiziert. 
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farbung von reduzierter gelber Molybdin—Schwefelséure durch 
Arsen an. Sie ist bei Mengen von 20—160¥y Arsen, wie wir be- 
stitigen konnten, sehr genau. Bei kleineren Mengen Arsen ist 
die Bliuung des Reagens so schwach, dai die Colorimetrie ungenau 
wird. Eigene Versuche zeigten uns jedoch, daB sich in der blauen 
Fliissigkeit das Arsen leicht nach Fellenberg®) bestimmen 1aBt, 
Die vorangegangene Behandlung mit Molybdin-Schwefelsdure 
stort hierbei gar nicht. 

Eigene Methode der Arsenbestimmung. Abgewogene 
Mengen der Organe wurden in bekannter Weise mit rauchender 
Salpetersiure (Merck, pro analysi, s = 1,52) und konzentrierter 
Schwefelsiure (Merck, proanalysi) in Kjeldahlkolben aufgeschlossen, 
die Salpetersiiure nach Aufkochen mit Wasser dreimal abgeraucht 
und etwaige Spuren von Salpetersiure nach Fellenbergs Vorschlag 
durch Zusatz von 0,2 cem gesittigter waBriger Oxalsiurelésung 
zerstért. Die farblose oder schwach gelbliche Flissigkeit wurde 
mit 10 cem 85°/,iger Schwefelséure in den von Billeter beschrie- 
benen Destillationsapparat gespiilt; in den Destillationskolben des 
Apparates waren 2 g NaCl (Kahlbaum pro analysi), 0,3 g Brom- 
kalium (Merck, puriss.) und 1 cem 20°/,iger HCl gebracht worden. 
Die Destillation wurde im iibrigen nach Billeter*) durchgefiihrt 
und das iibergehende Arsenchlorid in 4 cem rauchender Salpeter- 
siure aufgefangen. Nach beendeter Destillation wurde die Vorlage 
mit destilliertem Wasser in eine Porzellanschale gespilt, am Wasser- 
bade eingedampft, nochmals mit wenig Wasser versetzt, eingedampft 
und nach Maehling und Flinn‘) mit 9 cem Wasser und 0,6 cem 
Reagens 5 Minuten am Wasserbade erhitzt. Wéahrend dieser Zeit 
blieb die Schale mit einem Uhrglas bedeckt. 


Reagens von Maehling und Flinn. Konzentrierte Schwefelsaure 
wird in 7 Vol. Wasser gegossen und die erkaltete Lésung mit gleichen Teilen 
einer 10°/,igen Lésung von Ammonmolybdat gemischt. 10 ccm dieser Lé- 
sung werden kurz vor Beginn der colorimetrischen Arsenbestimmung mit 
2ccm einer 10°/,igen Hydrazinsulfatlésung versetzt, in einem Reagenzglas 
gut gemischt und genau anderthalb Minuten in siedendes Wasser getaucht. 
Durch mehrmaliges UmgieBen in ein zweites Reagenzglas werden die Stick- 
stoffblischen entfernt und die gelbe Lésung nun gekihlt. Sie ist eine 
Woche lang haltbar. 


Nach 5 Minuten wird die Porzellanschale vom Wasserbade 
genommen, die Lésung in ein Reagenzglas gebracht und nach etwa 
1/, Stunde colorimetriert. Maehling und Flinn§) bedienten sich 
eines Mikrokolorimeters, waihrend wir das Pulfrichsche Stufen- 
photometer von Zeiss verwendeten. Die Lésungen wurden in 5 mm 
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bzw. 80 mm tiefen Kiivetten bei Anwendung des Filterglases 8 61 
photometriert. Die Kichkurve fiir die photometrische Bestimmung 
gewannen wir mit einer Standardlésung von Arsensiéure in Wasser, 
die in gleicher Weise mit der gelben reduzierten Molybdin-Schwefel- 
siure behandelt wurde. Die Standardlésung enthielt in 1 cem 
0,1 mg Arsen. Da der blaue Farbton sehr wesentlich von der Dauer 
und dem Grad der Erwirmung abhangt, miissen die Vorschriften 
von Maehling und Flinn‘) peinlich genau eingehalten werden. 


Ergab das beschriebene Verfahren weniger als 15 y As, so 
wurde die blaue Lésung am Wasserbade eingedampft und der 
Riickstand mit 1 ccm 2/n-Schwefelsiure in das von Fellenberg®) 
beschriebene GefaiBchen gespiilt, 2mal mit je 0,8 cem Schwefel- 
siure nachgespilt, mit Zink und Platin versetzt und der ent- 
wickelte Arsenwasserstoff iiber Sublimatpapier geleitet, wobei wir 
uns streng an die Vorschriften Fellenbergs hielten. Da die mit 
einer Standardlésung gewonnenen Vergleichspapiere nicht dauernd 
haltbar sind, stellten wir uns mit Buntstiften eine haltbare Ver- 
cleichsskala her, aéhnlich der von Treadwell*) fiir das Makro- 
verfahren von Sanger und Black empfohlenen Skala. 

Samtliche Reagenzien wurden mit der eben beschriebenen 
Methode auf Arsen geprift und nur solche Reagenzien verwendet, 
die frei von Arsen waren. Es mu erwahnt werden, daB diese 
Prifung unerlaBlich ist, denn gelegentlich enthielten auch Prapa- 
rate bekannter Firmen Spuren von Arsen, trotzdem sie die Be- 
zeichnung ,,purissimum“ trugen. 

Wir verarbeiteten, wenn mdglich, 10 g Material, z. B. Leber, 
Muskel, Nieren, Haut, Knochen, Kot und Harn. Bei manchen 
Organen, z. B. bei der Milz, beim GroShirn, muBten wir uns mit 
kleineren Mengen begniigen. Waren in 10g des Organs weniger 
als 10» As zu erwarten, so wurde entsprechend mehr Substanz 
aufgeschlossen. Um den Arsengehalt der Muskulatur, des Skelettes 
und der Haut annahernd zu bestimmen, wurde bei einigen Kanin- 
chen das Gewicht dieser Organsysteme durch Préparation und 
Auswagen bestimmt. Die Umrechnung ist bei den anderen Tieren 
begreiflicherweise mit einem gewissen Fehler behaftet. Besonders 
beim Skelett, bei dem der Gehalt an abgelagertem Antigen offenbar 
dem Gehalt an Knochenmark entspricht, sind gréBere Fehler zu 
erwarten. Wir haben derart unsichere Werte in den folgenden 
Tabellen eingeklammert wiedergegeben. 


*) Analytische Chemie 2, 174 (1915). 
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Doppelbestimmungen zeigten uns, dafi die eben beschriebene 
Methode der Arsenbestimmung in Organen bei einem Wert von 
20—160y As mit einem Fehler von etwa + 5°/, arbeitet. Bei 
kleineren Werten ist der Fehler aus den oben erwaihnten Griinden 
viel gréBer und erreicht bei Werten unter 5y As etwa + 15°), 
des Wertes. Die Zahlen der folgenden Tabellen sind diesem 
Fehler entsprechend abgerundet. 


Tierversuche. 


Tabelle 1. 


Gehalt des Blutes an Antigen nach Injektion von 2 cem Antigenlésung 
(= 79 mg EiweiB = 3,8 mg Arsen). 


Tier Blutent- | Blut | gef. As |As-Gehalt 
Nr. |nahme nach} g y g y 
1 15 Min. 10 138 1440 39 562 
10 150 
2 an 10 76 750 42 315 
10 73 
10 24 Stdn. | 10 1 10 120 - 12 
1) 60 Min. 2 14 700 378 
8 Stdn. 6,7 1,4 21 54 11 
me 4 45 5,0 11 6 


Bemerkungen zu Tab. I: Das Blut wurde durch Verbluten aus der 
Carotis gewonnen; dem Tier Nr. 11 wurden 60 Minuten und 8 Stunden nach 
Injektion des Antigens kleine Blutmengen durch Herzpunktion entnommen. 
Unter ,,ges. Blutmenge“ ist hier die durch Verbluten gewonnene Menge Blut 
verstanden. Tatsichlich ist also der Gehalt an Blut gréBer. — Die Kaninchen 1, 
2, 10 und 11 wogen 1300, 1100, 3500 bzw. 1570 g. Die Tiere 1, 2 und 10 waren 
nicht vorbehandelt. Kaninchen Nr. 11 war jedoch durch mehrere Injektionen 
von Antigen immunisiert worden (vgl. Bemerkungen zu Tab. 6 u. 7). Die 
letzte dieser Injektionen hatte es 21 Tage vor Beginn des Versuches erhalten. 


Tabelle 2. 


Gehalt der Organe an Arsen 50 Minuten nach Injektion von 2 ccm Antigen 
(= 3,8 mg As) an Kaninchen Nr. 8 (2050 g). 


‘ ; Gef. Gewicht des} As-Gehalt des Organs 
Organ 4, As-Gehalt Organs der inji- 
g in y | in y-°/, in g y ziert. Menge 
Blut. . 10 68 680 80 544 15 
Leber. . 10 78 780 102 795 21 
Femur . 5 22 440 (250) (550) (15) 
Milz . . 1,2 25 2080 1,2 25 0,6 
Niere . 7 148 2120 14 296 
Lunge . 8 22 275 8 22 0,5 
Muskel . 5 2 40 (600) (240) 6 
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Bemerkungen zu Tab. 2: Der Gehalt des Femur an Arsen darf nicht 
einfach auf das ganze Skelett umgerechnet werden, denn die an Knochen- 
mark armeren Knochen sind auch armer an Arsen. Kaninchen Nr. 9, das 
9 Tage nach Injektion der gleichen Menge Antigen getétet wurde, enthielt in 
6 g Femur 14 y As, d. i. 234 y-°/,; in 4,5 g Wirbel enthielt das gleiche Tier nur 
6y As, d. i. 133 y-°/,. Wir haben in dieser und den folgenden Tabellen aus 
diesem Grunde angenommen, da8 der durchschnittliche As-Gehalt des Skeletts 
etwa halb so groB ist als jener des Femur und etwa ebenso gro8 wie jener 
der Wirbel. — Zur Analyse haben wir das proximale Ende des Femur ein- 
schlieBlich der Epiphyse verwendet. 

Der geringe As-Gehalt der Muskulatur und der Lunge ist zum Teil 
sicherlich auf Reste des Blutes zuriickzufiihren, die nach dem Verbluten in 
den Organen zuriickblieben. 


Tabelle 3. 


Gehalt der Organe an Arsen 24 Stunden nach Injektion von 2 ccm Antigen 
(= 3,8 mg As) an Kaninchen Nr. 10 (3500 g). 


' Gef. Gewicht des| As-Gehalt des Organs 
Organ Einwage he As-Gehalt Organs dow 
0 ji- 
ing | iny | in y-°/, 2 in g y ziert. Menge 
Blut. . | 10 1 10 120 2 | 03 
Leber. . 5 20 400 100 400 10,5 
Wirbel . 5 18 360 (420) (1500) (40) 
Milz .. 2,3 15 650 2,3 15 0,4 
Niere . 10 35 350 20 70 1,8 
Haut. . 10 3 30 480 144 3,8 
GroBhirn 9 3 33 9 3 0,1 
Harn. . 14 85 610 140 850 22 
Kot .. 10 28 280 130 360 9,5 


Bemerkungen zu Tab. 3: Wahrend in allen Versuchen, auch¥jenen 
die hier nicht veréffentlicht sind, ein gleichsinniges Verhalten der Organe 
beobachtet wurde, z. B. starke Speicherung des Arsens in der Leber, keine 
oder geringe Speicherung in den Muskeln, fanden wir bei der Haut stark 
differierende Werte. Haufig enthielt die Haut normaler Kaninchen hohe 
Arsenmengen. Offenbar handelte es sich hier um duBerliche Verunreinigung 
durch arsenhaltige Stoffe, z. B. durch den Harn der anderen Tiere. Wir haben 
daher in dem Versuch der Tab. 3 das Hautstiick von Haaren befreit und sorg- 
filtig mit Seife gewaschen. Um ganz sicher zu gehen, haben wir einem zweiten 
Tier (Nr. 17) ein 9 g schweres Stiick der Riickenhaut in Athernarkose entfernt, 
nach Erwachen des Tieres 2 ccm Antigen injiziert und nach einer weiteren 
Stunde das Tier durch Verbluten getétet und ein ebenso schweres Stiick Haut 
entnommen. Wir fanden in dem ersten Hautstiick 1,4 y As, in dem zweiten 
Hautstiick 4,4 As. Die geringe Steigerung ist wohl auf die geringe in der 
Haut verbliebene Blutmenge zuriickzufiihren. Sie ist mit der starken Speiche- 
rung des Arsens in retikulo-endothelialen Organen, die 500—2000 y-°/, erreicht, 
nicht vergleichbar. 
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Bei dem Versuch der Tab. 10 wurde das Tier nach Injektion des Antigens 
in ein GlasgefaB gebracht und Harn und Kot quantitativ aufgefangen. Der 
ausgeschiedene Harn wurde mit dem Blasenharn vereinigt, ebenso der aus- 
geschiedene Kot mit dem Darminhalt. — Der Harn war schwach gelb gefarbt 
und frei von EiweiB (Sulfosalicylprobe). Auf Zusatz von Alkali wurde er etwas 
dunkler, aber nahm nicht die rétliche Farbe des aus Atoxyl gewonnenen Azo. 
farbstoffes an. — 70 ccm Harn wurden mit HCl gegen Kongopapier angesauert 
und zuerst in der Kalte, dann hei8 mit Schwefelwasserstoff gesattigt. Nach 
Erkalten wurde durch ein Asbestfilter filtriert, mit verdiinnter HCl gewaschen 
und in NaOH gelést. Die alkalische Lésung wurde in der oben beschriebenen 
Weise auf As untersucht und 90y As gefunden. 


Tabelle 4. 


Ausscheidung des Arsens aus den Organen 
nach Injektion von 2 cem Antigenlésung (= 138 mg Azoprotein = 2,16 mg As). 


Kaninchen Nr.: 13 14 15 16 
Gewicht in g: 1500 2100 1400 1800 
Getétet nach: 10 Min. 6 Stdn. 36 Stdn. 10 Tagen 
581 60 ? 4,5 
a 1055 92 ? 6 
Leber y: .... 290 630 377 125 
ay 420 880 754 208 
ae 13 28 10 6 
as 1000 1400 909 333 
Knochen y: . . . (450) (590) (310) (140) 
od (180) (170) (130) (45) 
ee 136 144 168 48 
oy Le 1133 1030 1400 370 
Muskel y: . . . . (318) (530) (500) (168) 
(60) (70) (100) (27) 
Insgesamt gef. 1788 1982 1365 492 


Bemerkungen zu Tab. 4: Tier Nr. 15 starb 36 Stunden nach Injektion, 
so daB kein Blut gewonnen werden konnte. Aus friiheren Versuchen (Tab. 1) 
geht jedoch hervor, daB zu dieser Zeit das Blut keine wesentlichen Mengen 
Antigen mehr enthalt. Die Bestimmung erfolgte im iibrigen so wie in Tab. 2 
und 3. — Beim Tier Nr. 16, das nur mehr geringe Mengen Arsen enthalt, fallt 
der normale As-Gehalt in die Wagschale, besonders bei den As-armen Organen. 
In der Leber, der Milz und der Niere betragen aber die gefundenen Werte 
noch immer das 20—40fache der Norm, so da8B der normale As-Gehalt dieser 
Organe vernachlassigt werden kann. 

Beim Tier Nr. 16 wurde wahrend der ganzen Versuchsperiode von 
10 Tagen der Harn quantitativ aufgefangen, ebenso der Kot. Die Unter- 
suchung der Ausscheidungen ist in Tab. 5 wiedergegeben. 
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Ausscheidung des Arsens im Harn und Kot des Tieres Nr. 16 (vgl. Tab. 4) 
nach Injektion von 2 ccm Antigen (= 2,16 mg As). 


Tabelle 5. 


267 


Gesamt- | Ausgeschiedenes Arsen 

Einwage |Gef. As] menge Harn 

in g in y baw. Kot in y rv 

m § | Tagesmenge 
Harn 1. Tag. . . 5 72 52 750 750 
Kot 1.Tag. ... 5 22 38 167 167 
Harn 2. Tag... 20 42 160 336 336 
Kot 2.Tag. ... 7 27 21 81 81 
Harn 3. u. 4. Tag 20 11 155 85 42 
Kot 3. u. 4. Tag . 3 2 15 10 5 
Harn 5. u. 6. Tag 30 17 105 59 30 
Kot 5. u. 6. Tag . 5 16 22 71 35 
Harn 7.—9. Tag . 50 33 130 86 29 
Kot 7.—9. Tag. . 8 20 56 140 47 


Das Tier schied innerhalb 9 Tagen insgesamt 1316y Arsen im Harn 
und 469 y Arsen im Kot aus, zusammen 1785 y Arsen oder 83°/, der injizierten 
Arsenmenge. — Die geringen Kotmengen am 3.—9. Tage sind darauf zuriick- 
zufiihren, daB das Tier von Heudiat auf eine Diait von Hafer und frischem 


Gemiise gesetzt wurde. 


Tabelle 6. 
Verteilung des Arsens bei immunisierten Tieren. 
Gewicht 
Tier Einwage | Gef. Arsen | “G05 |As-Gehalt 
| Organ O Anmerkung 
Nr. ing |; cong 
iny in g 
6 | Leber 10 152 | 1520 55 837 Serum stark 
Femur 7 56 800 | (162) (648) prazipitierend 
Milz 1 14 | 1400 1 14 
7 | Leber 10 73 730 53 387 Serum schwach 
Femur 39 | 430] (228) (495) prazipitierend 
Milz 8 530 F 8 


Die Tiere 6 und 7 erhielten eine Injektion von 3 ccm Antigen und 4 In- 
jektionen von je 2ccm Antigen in Abstanden von 6—10 Tagen, insgesamt 
ll cem Antigen (= 20,9 mg As). Sie wurden 11 Tage nach der letzten In- 


jektion getétet. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCV. 
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Tabelle 7. 


Injektion von Antigen an immunisierte Tiere. 


Ww 
Tier Einwage Gef. Arsen ~—" As-Gehalt 
Organ O Anmerkung 
Nr. in g Tgans in y 
in y in g 
11 |Lebe 65 | 660| 65 | 430  |248tdn.n.Inj.v. 
Knochen 9 19 210 (190) (270) 2ccem Antigen 
Milz 1,3 13 1000 1,3 13 (3,8 mg As) ge- 
Hirn 5,5 0,4 7 5,5 0,4 tétet! 
12 | Leber 5 4,7 95 130 124 ohne Injektion! 
Knochen}| 10 12 120 (240) (190) 
Milz 1,3 4,7 | 360 1,3 4,7 


Bemerkungen zu Tab. 7: Tier 11 und 12 wurden in gleicher Weise 
wie Tier 6 und 7 immunisiert. 21 Tage nach der letzten Injektion wurde Tier 12 
getétet, wihrend Tier 11 eine Injektion von 2 ccm Antigen bekam. Durch 
Herzpunktion wurde 1 Stunde und 8 Stunden nach dieser Injektion Blut ent- 
nommen und untersucht (vgl. Tab. 1) und 24 Stunden nach der Injektion das 
Tier durch Verbluten getétet. Als ,,Knochen“‘ wurde ein Gemenge von gleichen 
Teilen Femur und Wirbel analysiert, der As-Gehalt des Skeletts daher (vgl. oben) 
zu des gefundenen Wertes angenommen, nimlich 141 y-°/, bzw. 80 y-°/o. 


Ergebnisse. 


Unsere Versuche zeigen vor allem, dab die Hauptmenge des 
Antigens binnen weniger Stunden aus dem Blut verschwindet 
(Tab. 1). Der Arsengehalt des Blutes erreicht etwa 24 Stunden 
nach der Injektion des Antigens die Norm. 


Die Hauptmenge des Antigens wird — wie aus serologischen 
Versuchen schon lange Zeit bekannt ist — in der Leber und den 
markhaltigen Knochen abgefangen, also in den retikulo-endo- 
thelialen Organen. Der Arsengehalt dieser Organe erreicht etwa 
6 Stunden nach Injektion des Antigens sein Maximum, d. 1. etwa 
500—1000 y-°/, As (vgl. Tab. 2, 8 und 4). Etwa je 25°/, des inji- 
zierten Antigens finden sich zu diesem Zeitpunkt in der Leber und 
in den Knochen. Der Antigengehalt der Milz ist zwar relativ hoch, 
nimlich 1000—2000 y-°/, As, spielt jedoch wegen der geringen 
GréBe der Milz beim Kaninchen in quantitativer Hinsicht keine 
Rolle; nur 1—2°/, des injizierten Antigens finden sich in der Milz 
(vgl. Figur). 

Der Arsengehalt des GroBhirns, der Haut und der Muskulatur 
steigt nach Injektion des Antigens nur unwesentlich an und bleibt 
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stets unter 100 y-°/, As; etwas héhere Werte werden in der Lunge 
erreicht. Die groBe Masse der Haut und Muskulatur bewirkt, daB 
diesem geringen Anstieg ein betrichtlicher Teil der injizierten 
Antigenmenge entspricht. Ein Teil des in den Organen gefundenen 
Antigens ist jedoch auf ihren Gehalt an Blut zu beziehen, wenn auch 
die Hauptmenge des Blutes durch Verbluten der Tiere entfernt 
war. Gerade bei den zuletzt genannten Organen kann eine geringe 
Menge Blut einen hohen Fehler in dieser Hinsicht bedingen. 
Auffallend war bei der Untersuchung der Organe der hohe 
Arsengehalt der Niere. Anscheinend werden hier arsenhaltige 
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201m 10 Tage 
Gehalt der Organe an Arsen in Prozent der injizierten Menge (vgl. Tab. 4). 


harnfaéhige Spaltprodukte des Antigens angereichert. Denn schon 
kurz nach der Injektion des Antigens beginnt eine lebhafte Aus- 
scheidung von Arsen durch den Harn und in geringerem AusmaBe 
durch den Kot (Tab. 3 und 5). Binnen 24 Stunden ist etwa ein 
Drittel des als Antigen injizierten Arsens ausgeschieden, ein weiteres 
Drittel im Laufe von etwa 8 Tagen. Wir fanden 10 Tage nach der 
Injektion in der Leber nur mehr 6°/, und in den Knochen 7°/, der 
injizierten Arsenmenge. Wahrend das kurz nach der Injektion 
in den speichernden Organen nachgewiesene Arsen offenbar un- 
verandertem oder wenig verdindertem Antigen angehért, kénnen 
wir iber die Bindung des nach 10 Tagen in den Organen ver- 
bleibenden Arsens nichts aussagen. Es kénnte sich um die Reste 
des noch unzerstérten Antigens handeln; es kann aber auch Arsen 
in andere Bindung iibergegangen sein, denn aus toxikologischen 
19* 


: 
| 
id 
te 
/ 
/ ae 
/ 
| § 
| 
J 
| 
| 2 
ry 


970 F.Haurowitz und F. Breinl, Quantitative Untersuchung usw. 


Analysen’) ist bekannt, da8 auch anorganisches Arsen lange Zeit 
vorwiegend in der Leber, in den Knochen und in der Milz zu- 
riickgehalten wird. 

Bei Tieren, die mehrere Injektionen konzentrierten Antigens 
erhalten hatten, fanden wir héheren Arsengehalt in der Leber und 
in den Knochen (Tab. 6 und 7). Wurde derart immunisierten 
Tieren das gleiche Antigen wieder injiziert, so verschwand es etwa 
ebenso schnell wie bei Normaltieren aus dem Blut und reicherte 
sich in der Leber und den Knochen an (Tab. 7). Es sind jedoch 
weitere Versuche noétig um festzustellen, ob im Verhalten des 
Antigens bei normalen und bei immunisierten Tieren chemisch 
nachweisbare Unterschiede bestehen. 
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Untersuchung iiber das physikalisch-chemische Verhalten 
von aus d,l-Alanin aufgebauten Polypeptiden. 
Von 
Emil Abderhalden und Jolan Heumann. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Kaiser-Wilhelm-Gesellschaft 
zur Férderung der Wissenschaften. ) 


(Aus dem Physiologischen Institut Halle a. 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. Februar 1932.) 


Bei der Darstellung von Polypeptiden hat sich ergeben, daB 
bei Wiederholung des gleichen Bausteines schon bei relativ niederem 
Molekulargewicht kolloide Kigenschaften auftreten, wahrend bei der 
Verkuppelung verschiedener Aminosiduren viel héhere Molekular- 
gewichte erreicht werden, ohne daB solche in Erscheinung treten; 
ja es kénnen recht hochmolekulare Polypeptide in Wasser gut 
léslich sein. Es schien uns von Interesse, ausgehend von Glykokoll 
als Baustein und aufsteigend in der Reihe der homologen Amino- 
siuren und innerhalb der Reihe der isomeren Verbindungen Poly- 
peptide zu vergleichenden Untersuchungen iiber ihr physikalisch- 
chemisches Verhalten darzustellen, um auf diesem Wege Erfahrungen 
zu sammeln, die fir die Auffassung der Struktur mehr oder 
weniger hoch molekularer Verbindungen Anhaltspunkte liefern 
konnen. Beim Aufbau von ausschlieBlich aus Glykokoll bestehenden 
Polypeptiden wurde festgestellt?), daB vom Octapeptid an mit dem 
Dispersionsmittel Wasser bestiindige Hydrosole gebildet werden. 
Bei der Dialyse durch eine Pergamentmembran gegen Wasser 
gingen nur ganz geringe Mengen an Substanz durch diese hindurch. 
Es konnte ferner eine ausgesprochene Assoziationstendenz fest- 
gestellt werden. Bei Polypeptiden, die ausschlieBlich aus |-Alanin 
aufgebaut sind, erwiesen sich die assoziierenden Krafte bedeutend 
groBer als bei den Glycinketten. Schon beim Tetrapeptid traten 


1) E. Abderhalden u. J. Heumann, Ber. chem. Ges. 63, 1945 (1930). 
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kolloide Eigenschaften in Erscheinung. Beim Pentapeptid iiber- 
wogen die kolloiden Kigenschaften stark. Das Hexapeptid konnte 
nur in echt kolloidem Zustand gewonnen werden.') 

Wir haben die Synthese von ausschlieBlich aus Alanin auf- 
gebauten Polypeptiden wiederholt, und zwar unter Verwendung 
von optisch-inaktivem Alanin, in der Absicht, zu priifen, ob 
im Auftreten bestimmter physikalischer Eigenschaften Unter- 
schiede gegeniiber Polypeptiden anzutreffen sind, die optisch- 
aktive «-Aminopropionsdéure aufweisen. [is war dies in der Tat 
der Fall. Wir trafen naimlich erst bei einer héheren Bausteinzahl 
auf kolloide Eigenschaften als bei Polypeptiden der letzteren Art. 
Wie unsere Versuche mit optisch-inaktiven Alaninketten dar- 
legen, erwies sich das Hexapeptid als losungsstabil; es bildete ein 
hydrophiles Sol, dessen Teilchen als Submikronen vorhanden 
waren. Die Filtrationsversuche zeigten, daB nur ein geringer Teil 
(etwa 1/,, der Gesamtmenge) sich in echter Lésung vorfand. 
Beim Pentapeptid war die Zerteilung noch tiberwiegend amikro- 
skopisch. Die feinen, krystallinen Teilchen bedingten in waBriger 
Lésung schéne Schlierenbildung. Die Teilchen des Heptapeptids 
waren fast ausschlieBlich als Submikronen vorhanden. Die teil- 
weise sub- bzw. amikroskopische Zerteilung der genannten Poly- 
peptide tauschte bei ultramikroskopischer Untersuchung eine 
feinere Zerteilung der héheren Polypeptide, d.h. Teilchen von 
kleineren Dimensionen vor, als bei Alaninketten mit einer ge- 
ringeren Bausteinzahl. 

Tab. 1 gibt die ultramikroskopisch sichtbaren Teilchen der 
erwihnten d,l-Alaninketten wieder. 


Tabelle 1. 
4° 
Tetra-d,l-alanyl-d,l-alanin. . 13 70,1 1458 | 0,60 0,0411 | 1232 
Penta-d, l-alanyl-d, l-alanin 1,3 |0,01 | 1348 | 0,64 0,474 545,4 
Hexa-d, l-alanyl-d, l-alanin 1,3 | 0,001 | 1568 | 0,78 | 4,975 249,1 
d, l-x-Brompropionyl-tetra- 
d,l-alanyl-d,l-alanin .. . 1,3 | 0,001 | 1960 | 0,65 3,316 285,2 
d, l-«- Brompropiony]-penta- 
d,l-alanyl-d,l-alanin . . . | 1,3 | 0,001 | 392 | 1,89 | 48,21 116,8 


1) E. Abderhalden u. W. Gohdes, Ber. chem. Ges. 64, 2070 (1931). 
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Die Teilchen aller angefiihrten, d,l-Alanin enthaltenden Poly- 
peptide sind stark hydratisiert. Das angelagerte Wasser ist so 
fest verankert, daB es selbst bei scharfem Trocknen im Hoch- 
vakuum nicht entfernt werden kann. Vom Pentapeptid an auf- 
warts wird 1/, Mol Wasser festgehalten. Das Penta- und Hexa- 
peptid des 1]-Alanins enthalt ein ganzes Molekiil Wasser. Es ist 
somit die Fahigkeit der Wasserbindung bei der inaktiven Alanin- 
kette geringer als bei der aktiven. Neben der Wasseranlagerung 
ist auch eine Einlagerung vorhanden. Die Teilchen quellen, die 
optischen Unterschiede zwischen disperser Phase und Dispersions- 
mittel werden geringer. Diese Erscheinung fiihrt zur Verringerung 
der ultramikroskopischen Sichtbarmachung der Teilchen. Die mit 
der Zeit auftretende Abnahme der Teilchenzahl beruht auf 
Quellungserscheinungen. Sie gibt ein qualitatives Bild von der 
GréBe der Quellung. Als Beispiel sei das Verhalten des Hexa- 
peptids angefiihrt und zwar unmittelbar nach erfolgter Auflésung 
und 24 Stunden spiter. 


Tabelle 2. 
Teilch hl 
0,01°/,ige Lésung des Auszihlungs- 
exapepth raum in / gefunden fiir 1000 
Gleich nach der Auflésung . . 1348 0,64 0,474 
Nach 24 Stunden Stehen .. . 784 0,07 0,09 


Die starke Hydratisierung beeinfluBt den Charakter der 
kolloiden Lésung. Die Beweglichkeit der Teilchen im elektrischen 
Felde (d. h. ihre Ladung) ist gering. Unsere elektrophoretischen 
Versuche waren allerdings nur qualitative: uns interessierte haupt- 
sichlich die Ladungsart der Teilchen. Vor allem bestrebten wir 
uns, die Ursache der Unterschiede aufzuklairen, die seinerzeit bei 
der wiederholten Feststellung der Ladungsart des Nona-glycyl- 
glycins gefunden worden waren.) Unsere neuen Versuche ergaben, 
daB die aus d,l-Alanin und aus 1-Alanin aufgebauten Polypeptide 
eine negative Ladung aufweisen: sie zeigen anodische Wande- 
rung. Das gleiche Verhalten zeigt auch Alanin, denn die Saure- 
dissoziationskonstante K, (1,9-10-1%) ist gr6éBer als ihre Basen- 
dissoziationskonstante (5,1-10-1*). Durch die saéureamidartige 


1) EF. Abderhalden u. J. Heumann, a.a.0.; E.Abderhalden u. 
W. Gohdes, a. a. O. 
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Verkniipfung von Alaninmolekilen tritt eine Erhéhung von K, 
und eine Verminderung von K, ein.1) Auch die Halogenacyl- 
kérper der erwahnten Polypeptide (Glycin- und Alaninketten) 
besitzen elektronegativen Charakter. Durch Zusatz von Elektro- 
lyten, wie NaCl, NH,Cl, BaCl,, konnte nur eine Koagulation der 
Teilchen aber keine Umladung bewirkt werden. 

Mit der starken Hydratation, d. h. geringen Ladung der aus 
Alanin aufgebauten Polypeptide, haingt ihr geringes Adsorptions- 
vermégen zusammen. Dieser Umstand vereitelte die Losung einer 
Hauptaufgabe, die wir uns bei der Darstellung der Alaninketten 
gestellt hatten. Wir beabsichtigten nimlich an einem, in seiner 
Struktur wohlbekannten, im _ kolloiden Zustand vorhandenen 
Modell, Studien tiber die Adsorption von Stoffen verschiedener 
Charaktere durchzufiithren. Wir hofften auf diesem Wege einen 
Beitrag zur Aufklaérung des Verhaltens von Proteinen bei Adsorp- 
tionsvorgingen liefern zu kénnen. Es ist zu hoffen, daB Poly- 
peptide anderer Zusammensetzung ein Verhalten zeigen, das 
Adsorptionsstudien zulaBt. Was die Beeinflussung der Adsorptions- 
fahigkeit durch starke Hydratation anbetrifft, so sei auf die 
Beobachtungen von Fodor?) verwiesen. Er fand bei seinen Unter- 
suchungen iiber die Adsorptionsfaihigkeit von Hefesaftproteinen 
gegeniiber verschiedenen Aminosiiuren, daB das Minimum des 
Adsorptionsvermégens mit dem Maximum der Hydratation zu- 
sammenfallt. 

Eine weitere Schwierigkeit der Verwendung der dargestellten 
Alaninketten in Hinsicht auf die Durchfiihrung von Adsorptions- 
versuchen unter Anwendung von Aminosauren und Polypeptiden 
war darin begriindet, daB die Abtrennung des Adsorbens vom 
Dispersionsmittel weder durch Zentrifugieren noch durch Filtration 
eine quantitative war und dazu noch die letztere mehrere Stunden 
dauerte. Wir benutzten deshalb Halogenacylpolypeptide. Bei 
deren Verwendung ergibt nimlich die Aminostickstoffbestimmung 
in der Dispersionsflissigkeit ein eindeutiges Resultat. 

Ks sei im folgenden als Beispiel das Verhalten von d, ]-«-Brom- 
propionylpenta-d, l-alanyl-d,l-alanin gegeniiber Glykokoll, 1-Alanin 
und d- und |-Leucin und Glycyl-l-alanin angefiihrt. Die genannten 
Aminosiuren bzw. das Dipeptid wurden in verschiedenen Konzen- 
trationen angewandt. Die Versuchsbedingungen waren die 
folgenden: 


1) Pauli, Kolloidchemie der EiweiSkérper 1, 23 (1921). 
2) Fodor, Fermentforschung 2, 225 (1919). 
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Je 0,1158 g Bromk6érper wurden mit je 10 ccm der 0,04, 0,02, 
0,01 und 0,005 molaren Lésung der entsprechenden Aminosiiure 
(bzw. Dipeptids) versetzt und in einem Glaschen mit eingeschliffe- 
nem Stopfen im Thermostaten bei 22° je 2 Stunden geschiittelt. 
Verlangerung der Einwirkungszeit bis auf 24 Stunden bewirkte 
keine Anderung der Versuchsdaten. 
Zentrifugieren trennten wir die Lésung von dem Adsorbens. Die 
Analysenwerte wurden mit je 3 ccm der Lésungen vor und nach 
erfolgter Adsorption durch Bestimmung des Aminostickstoffgehalts 
nach van Slyke ermittelt. Die Tab. 8, 4, 5 und 6 geben die Ver- 


suchsresultate wieder. Der Wasserwert ist 0,2 cem. 


Durch 10 Minuten langes 


Tabelle 3. 
d-Leucin. 
Anzahl ccm N, nach van Slyke | mg Substanz aus der Anzahl 
Konzentration bei p = 765, ¢ = 22° com N, berechnet 
in Mol vor der nach der vor der nach der 
Adsorption Adsorption Adsorption Adsorption 
0,04 2,86 2,84 14,13 14,13 
0,02 1,44 1,57 6,58 7,276 
0,01 0,84 0,89 3,399 3,665 
0,005 0,49 0,6 1,540 2,124 
Tabelle 4. 
]-Alanin. 
Anzahl ccm N, nach van Slyke | mg Substanz aus der Anzahl 
Konzentration bei p= 766, ¢==21° ccm N, berechnet 
in Mol vor der nach der vor der nach der 
Adsorption Adsorption Adsorption Adsorption 
0,04 2,92 3,00 9,876 10,16 
0,02 1,61 1,67 5,120 5,338 
0,01 0,89 0,96 2,505 2,760 
0,005 0,54 0,58 1,235 1,380 
Tabelle 5. 
Glykokoll. 
Anzahl ccm N, nach van Slyke | mg Substanz aus der Anzahl 
Konzentration bei p = 766, t = 22° ccm Ng, berechnet 
in Mol vor der nach der vor der nach der 
Adsorption Adsorption Adsorption Adsorption 
0,04 3,18 3,31 9,083 9,480 
0,02 1,79 1,79 unverandert _ 
0,01 1,04 1,04 
0,005 0,65 0,66 ” ae 
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Tabelle 6. 
Glycyl-l-alanin. 


Anzahl ccm N, nach van Slyke | mg Substanz aus der Anzahl! 


Konzentration bei p = 766, t = 21° ccm N, berechnet 
in Mol vor der nach der vor der nach der 
Adsorption Adsorption Adsorption Adsorption 
0,04 0,84 0,83 3,811 3,811 
0,02 0,46 0,43 1,548 1,370 
0,01 0,33 0,33 0,774 0,774 


Bei den oben genannten Aminosduren konnte keine nennens- 
werte Konzentrationsverminderung infolge Adsorption durch den 
Bromkorper gefunden werden, im Gegenteil wurde bei d-Leucin 
und ]-Alanin deutlich ein Konzentrationszuwachs an adsorbieren- 
dem Stoff beobachtet. Er war bei konzentrierteren Lésungen 
gréBer als bei verdiinnteren. Kin weiterer Versuch bewies ein- 
deutig, daB8 die Quellungsfihigkeit des Adsorbens die Wasser- 
verarmung der Lésung verursachte und den Konzentrationszuwachs 
bedingte. Mit zunehmender Menge des Adsorbens stieg die Kon- 
zentration der Lésung (vgl. Tab. 7). 


Tabelle 7. 
EinfluB der Menge des Adsorbens auf 0,04 mol. 1-Alaninlésung. 


Bromkérper Anzahl cem N, nach van Slyke | mg Substanz aus der Anzahl 
auf bei p = 766, t = 21° ccm N, berechnet 
Soom Lésung vor der nach der vor der nach der - 

m g Adsorption Adsorption Adsorption Adsorption 
0,1158 2,93 2,96 9,876 10,2 
0,2316 2,93 3,15 9,876 10,71 
0,579 2,93 3,18 9,876 10,82 
1,159 2,93 3,42 9,876 11,69 


In welchem MaBe der Bromkérper neben Wasseraufnahme auch inter- 
molekulare Anziehungskraéfte gegeniiber den gelésten Stoffen ausiibt, kann 
erst durch die quantitative Messung des Quellungsmaximums entschieden 


werden. 


Darstellung der Polypeptide. 


Beim Aufbau der zu den obigen Versuchen verwendeten optisch inaktiven 
Alaninketten verglichen wir die Abhangigkeit der Aminierungsgeschwin- 
digkeit von der Anzahl der Kettenglieder. DaB diese in Beziehung zum 
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Charakter der einzelnen Verbindungen steht, haben friihere Versuche gezeigt.') 
Wie die folgende Figur darlegt, war die Aminierungsgeschwindigkeit bei den 
Halogenacylkérpern mit ungerader Anzahl der Bausteine gréBer als bei jenen, 
die eine gerade Gliederzahl aufweisen. Uber eine entsprechende Beobachtung 
bei Glycinketten wird der eine von uns (Abderhalden) demnichst gemein- 
sam mit Anne-Liese Neumann berichten. Die Aminierung erfolgte mit 
25°/sigem waBrigem NH, in einer 10/m-Polypeptidkonzentration. Die frei- 
werdenden Bromionen wurden nach Volhard titriert. 

Das zum Aufbau der oben erwihnten Polypeptide erforderliche d,1-Alanin 
gewannen wir mittels der Cyanhydrinsynthese von Zelinsky und Stadni- 
koff.?) Zur Isolierung des gewonnenen Alanins eignete sich am besten die 
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1. d,l-a-Brempropiony]-d, l-alanin. 
2. d,l-a-Brompropionyl-d, l-alanyl-d, l-alanin. 
3. d,l-a-Brompropionyl-di-(d, l-alany])-d, l-alanin. 
4. d,l-a-Brompropionyl-tri-(d, l-alanyl)-d, l-alanin. 


Estermethode. Wir verseiften den Ester direkt ohne vorherige Destillation, 
da diese die Ausbeute erheblich verminderte. Mit der von Benedict*) emp- 
fohlenen Anilinmethode machten wir keine guten Erfahrungen in Hinsicht 
auf die Ausbeute an reiner Aminosaure. Die Darstellung der Polypeptide war 
die bekannte. 

Wir beabsichtigten zunichst, das aus d,l-Alanin bestehende Tripeptid 
in gleicher Weise herzustellen, wie das beim Diglycyl-glycin vorteilhaft ist, 
nimlich durch die Aufspaltung des Anhydrids zum Dipeptid und direkte 
Kupplung ohne dessen Isolierung mit Halogenacylhalogenid. Die Erfahrung 
zeigte, daB die erwahnte Methode zwar zum Erfolg fiihrt, jedoch lieBen die 
Ausbeuten bei der Anhydridbildung aus dem Ester zu wiinschen iibrig. Infolge- 
dessen gingen wir vom d,]-Alanin aus und kuppelten dieses direkt mit 
d,l-«-Brompropionylbromid. Es seien im folgenden diejenigen Befunde kurz 


1) Abderhalden u. Haase, Fermentforschung 12, 313 (1931). 
2) Ber. chem. Ges. 41, 2061 (1908). 
3) J. Amer. Chem. Soc. 51, 2277 (1929). 
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angefiihrt, die besonderen Beobachtungen entsprechen bzw. fiir die Identi- 
fizierung der einzelnen Verbindungen Bedeutung haben. 


1. d,l-Alanyl-d,l-alanin. 


Als Nebenprodukt wurde bei der Aminierung des d,]-a-Brompropiony]- 
d,l-alanins aus der eingeengten Mutterlauge ein Ol gewonnen, das allen Ver- 
suchen, vollstandig zu krystallisieren, widerstand. Ein nach mehreren Tagen 
auskrystallisierter Teil wurde mittels Analyse als d,l-Alaninanhydrid identi- 
fiziert. Dieses, durch Natronlauge zum Dipeptid aufgespalten, wurde ebenfalls 
fiir die Synthese weiter verarbeitet. 

Die Aufspaltung des d,l-Alaninanhydrids mit n-Natronlauge geht auBer- 
ordentlich rasch vor sich, wie aus der folgenden Tabelle hervorgeht: 0,1752 g 
Anhydrid wurden in 2,46 com Wasser in der Warme gelést. Nach dem Er-. 
kalten wurde mit 2 n-Natronlauge auf 4,92 ccm aufgefillt. Die Lésung war 
an Anhydrid 0,25 molar. Fiir 1 ccm dieser Lésung bedeutet ein Zuwachs an 
3,5 mg N, eine 100°/,ige Aufspaltung. 


Tabelle 8. 
Je 1 Lé b 
Zeit ‘Slyk mg N, °/, Aufspaltung 
5 Min. 1,16 com N, 0,638 18,2 
30 ,, 5,00 com N, 2,75 78,5 
60 ,, 5,45 ccm N, 2,99 85,7 
5,52 ccm N, 3,1 90,0 


2. Di-(d,l-alanyl)-d,l-alanin. 


a) Bromkérper. 32g Dipeptid wurden in 200 ccm n-Natronlauge 
gelést und unter Abkihlung mit 52 g d,l-«-Brompropionylbromid (1,2 Mol.) 
und 300 ccm n-Natronlauge gekuppelt. Nach dem Ansauern mit 60 ccm 
5 n-Salzsiure krystallisierte ein Teil des Halogenkérpers innerhalb einiger 
Stunden aus; durch Einengen der Mutterlauge wurden weitere Mengen des 
Bromkérpers erhalten. Ausbeute an reinem Produkt 50 g = 84°/, der Theorie. 
Schmelzpunkt (unkorr.) 170—175°. Es lag offenbar ein Gemisch der beiden 
schon bekannten Racemkérper mit den Schmelzp. 129 bzw. 198° vor. 


20,780 mg Substanz gaben nach Carius 13,360 mg AgBr. 
145,2 mg verbrauchten 9,78 com n/10-H,SQ,. 


Fiir C,H,,0,N,Br (Mol.-Gew. 294,96) 
Ber. 9,52°/, Nz 27,09°/, Br 
Gef. 9,43 9° 99 27,35 > 99 


b) Aminierung. Sie wurde in 10/m-Lésung mit 25°/, waBrigem Ammo- 
niak durchgefiihrt. Beim Einengen der ammoniakalischen Lésung unter 
vermindertem Druck schied sich das Tripeptid aus. Es wurde durch Kochen 
mit heiBem Alkohol vom Ammoniumbromid befreit und aus einer heiben, 
konzentrierten, waBrigen Lésung durch Zusatz von Alkohol ausgefallt. Aus- 
beute = 65°/, der Theorie. Das Tripeptid farbt sich bei 237° gelb und zersetzt 
sich bei 245° (unkorr.) unter Braunfarbung. 
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132,2 mg Substanz verbrauchten 16,9 ccm n/10-H,SO,. 
20,72 mg ” gaben nach van Slyke 2,15 ccm N, (21°, 750 mm). 


Far C,H,,0,N, (Mol.-Gew. 231,12) 


Ber. 18,16%/, N 6,05°/, NH,-N 
Gef. 17,89 5,81 9°? 99 


3. Tri-(d,l-alanyl)-d,l-alanin. 


a) Bromk6rper. 23,1 g Tripeptid wurden in 100 ccm n-Natronlauge 
gelést. Die Lésung wurde mit 26 g d,l-«-Brompropionylbromid (1,2 Mol.) und 
150 ccm n-Natronlauge unter Schiitteln versetzt. Nach Ansaiuern der Lésung 
mit 30 ccm 5 n-Salzsaure fiel der Halogenkérper gleich aus; die Fallung war 
nach 1/, Stunde vollstandig. Beim Einengen der Mutterlauge wurde nur noch 
eine ganz geringe Menge des Bromkérpers erhalten. Die Ausbeute an reinem 
Produkt betrug 25 g Bromkérper = 68°/, der Theorie. Schmelzpunkt (unkorr.) 
einheitlich bei 217—220° unter Braunfarbung. 


146,5 mg Substanz verbrauchten 12,25 ccm n/i0-H,SO,. 
19,81 mg “ gaben nach Carius 10,36 mg AgBr. 


Fir C,,H,,0;N,Br (Mol.-Gew. 365,84) 


Ber. 11,48°%/, N, _—21,83°/, Br 
Gef. 11,70,, ,, 22,25,, ,, 


b) Aminierung. 80g Bromkérper wurden mit 25°/,igem Ammoniak 
innerhalb 4 Stunden vollstaindig aminiert. Die ammoniakalische Lésung wurde 
im Vakuum zur Trockne verdampft und der Riickstand mit heiBem Alkohol 
digeriert. Die Ausbeute betrug 43 g = 66°/, der Theorie. Fir die Analyse 
wurde das Tetrapeptid in ammoniakhaltigem Wasser umgelést und mit Alkohol 
gefallt. Schmelzpunkt (unkorr.) einheitlich gegen 245° ohne Braunfarbung. 
Das inaktive Tetrapeptid unterscheidet sich vom optisch-aktiven durch das 
Fehlen des Konstitutionswassers, auch ist es in simtlichen Lésungsmitteln 
leichter léslich als dieses. 


89,2 mg Substanz verbrauchten 11,8 ccm n/10-H,SO,. 
30,293 mg _,, gaben nach van Slyke 2,4 ccm N, (19°, 765 mm). 


Fiir C,,H,.0;N, (Mol.-Gew. 302,1) 


Ber. 18,54°/, N 4,63°/, NH,-N 
Gef. 18,55,, ,, 4,56 ,, ” 


4. Tetra-(d,l-alanyl)-d,l-alanin. 


a) Bromkérper. 30g Tetrapeptid wurden in 100 ccm n-Natronlauge 
gelést und mit 43,2 g Saurebromid (2 Mol.) und 300 ccm n-Natronlauge ge- 
kuppelt. Der schwer lésliche Bromkérper fiel schon bei der Kupplung im alka- 
lischen Medium aus. Die Fallung wurde durch Zusatz von 5 n-Salzsiure ver- 
vollstandigt. Durch Digerieren mit hei8em H,O wurde der Niederschlag ge- 
reinigt. Die Ausbeute betrug 32 g = 73°/, der Theorie. Bei 231° farbt sich 
der Bromkérper gelb und schmilzt gegen 241° (unkorr.). 
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106,7. mg Substanz verbrauchten 10,8 ccm n/10-H,SO,. 
34,23 mg = gaben nach Carius 14,90 mg AgBr. 


Ber. 12,829/, N _—18,28°/, Br 
Gef. 13,12,, ,, 18,52 ,, 


b) Aminierung. Nach beendeter Reaktion wurde die Aminierungs- 
flissigkeit im Vakuum verdampft, der Riickstand mit heiBem Alkohol digeriert 
und im Vakuumexsiccator iiber P,O; getrocknet. Die Ausbeute betrug 71°/, 
der Theorie. Das Pentapeptid war in H,O gelést, optisch leer und zeigte schon 
die Neigung zur Hydratation. Es enthielt pro Mol. 1/, Mol. H,O fest gebunden. 
Dieses lieB sich auch durch scharfes Trocknen nicht austreiben. Bei 273° wird 
es gelb. Das Pentapeptid schmilzt einheitlich bei 280—283° (unkorr.) unter 
Braunfarbung. 


120,4 mg Substanz verbrauchten 15,8 ccm n/10-H,SO,. 
22,93 mg ” gaben nach van Slyke 1,38 ccm N, (21°, 750 mm). 


Fiir C,;H»,0,N; ++ ?/2H,O (Mol.-Gew. 382,1) 
Ber. 18,32°/, N 3,66°/, NH,-N 
Gef. 18,37 9° 9° 3,42 99 99 


5. Penta-(d,l-alanyl)-d,l-alanin. 


a) Bromkérper. Das optisch-inaktive Pentapeptid ist leichter léslich 
als die entsprechende optisch-aktive Verbindung. Seine Kupplung konnte 
ohne Zusatz vom Lithiumbromid durchgefiihrt werden. 3,7 g Pentapeptid 
(gelést in 10 cem n-Natronlauge innerhalb einiger Minuten) wurden mit 6,4 g 
Saurebromid (3 Mol.) und 50 ccm n-Natronlauge unter Kiihlung versetzt. 
Nach dem Ansiauern mit 10 cem 5 n-Salzsiure fiel der Bromkérper voluminés 
und vollstandig aus. Er wurde durch Digerieren mit kochendem Wasser ge- 
reinigt. Die Ausbeute betrug 3,2 g = 65°/, der Theorie. Schmelzpunkt unter 
Braunfairbung gegen 240° (unkorr.). 


102,2 mg Substanz verbrauchten 10,2 ccm n/10-H,SO,. 
24,775 mg ,,  gaben nach Carius 9,270 mg AgBr. 


Fiir C,,H,90,N,;Br (Mol.-Gew. 508,1) 
Ber. 13,77°/, N 15,73°9/, Br 
Gef. 13,97 15,92 9999 


b) Aminierung. Der Bromkérper léste sich in 25°/9igem NH, allmahlich 
auf. Die Aminierung war nach 4 Stunden beendet. Nach dem Verdampfen 
der ammoniakalischen Lésung wurde der Riickstand mit heiBem Alkohol 
digeriert. Die Ausbeute war 76°/, der Theorie. Erwarmt, fairbt sich das Hexa- 
peptid gegen 270° gelb und zersetzt sich unter Dunkelfirbung gegen 280° 
(unkorr.). Es stellt im H,O eine milchige Suspension dar. Durch Filtrations- 
versuche iiberzeugten wir uns, daB noch ein Teil, etwa 1/,) davon, echt gelést 
vorhanden war. 


* Versuch: 2,5 ccm des Filtrats einer Suspension von 0,1136 g Hexa- 
peptid in 5 cem H,O gab nach van Slyke 0,28 ccm Ng (21°, 761 mm). Da- 
raus berechnet sich die Menge des Hexapeptids im Gesamtfiltrat zu 10,2 mg. 
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Das Hexapeptid zeigt eine auBerordentlich starke Quellbarkeit. Die Zahigkeit 
seiner Lésung nimmt mit der Zeit stark zu und eine konzentrierte Lésung 
erstarrt schlieBlich als Gallerte. Das Hexapeptid enthalt im Mol !/, Mol. H,O 
fest gebunden. 

113,9 mg Substanz verbrauchten 15,05 n/10-H,SO,. 


26,47 mg sa, gaben nach van Slyke 1,4 ccm N, (21°, 757 mm). 


Fir C,,Hs.0;N, + 1/,H,O (Mol.-Gew. 453,2) 
Ber. 18,54°/, N _-3,09°/, NH,-N 
Gef. 18,49,, ,, 


6. Hexa-(d,l-alanyl)-d,l-alanin. 


CH,O  CH,O CH, 0 CH, 


| 


a) Bromkérper. 2,26 g Hexapeptid, in 5 ccm n-Natronlauge suspen- 
diert, lésten sich auf Zusatz von 30—40 ccm H,0 auf. Die Lésung wurde unter 
Abkithlung mit 3,2 g Saurebromid (3 Mol.) und 25ccm n-Natronlauge gekuppelt. 
Nach dem Ansiauern fiel der Bromk6érper aus. Die Ausbeute betrug 1,7 g = 59°/, 
der Theorie. Durch Digerieren mit heiBem Wasser wurde der Bromkérper 


gereinigt. Er war im Wasser im kolloiden Zustand vorhanden. Schmelzpunkt 
(unkorr.) unter Braunfarbung gegen 243°. 


88,2 mg Substanz verbrauchten 9 ccm n/10-H,SO,. 
37,0 mg ~ gaben nach Carius 12,45 mg AgBr. 
Fiir C,,H,,0,N,Br (Mol.-Gew. 579,1) 
Ber. 14,50°/, N 13,80°/, Br 
Gef. 14,28,, ,, 14,32,, ,, 


b) Aminierung. Der Bromkérper war in der Aminierungsfliissigkeit 
kolloid verteilt; seine Aminierung wurde innerhalb einiger Stunden beendet. 
Der nach dem Verdampfen der Lésung verbleibende Riickstand wurde mit 
hei8em Alkohol digeriert und dann im Vakuumexsiccator iiber P,O, getrocknet. 
Der amorphe K6rper zersetzt sich, ohne zu schmelzen, beim Erwarmen iiber 
280° (unkorr.) unter Dunkelfarbung. Das Heptapeptid enthalt ebenfalls 
‘, Mol. Wasser fest gebunden, das auch durch scharfes Trocknen nicht zu ent- 
fernen ist. 


108,0 mg Substanz verbrauchten 14,4 ccm n/10-H,SO,. 
23,8 mg ” gaben nach van Slyke 0,602 mg NH,-N. 


Fir C,,H,,0,N, + 2/,H,O (Mol.-Gew. 524,6) 
Ber. 18,68°/, N NH,-N 
Gef. 18,66 9° 99 2,53 99 99 


Zusammenfassung. 


Bei Wiederholung des gleichen Bausteins zeigen Polypeptide 
friihzeitig kolloide Eigenschaften. Wahrend bei Glycinketten vom 
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Octapeptid an mit dem Dispersionsmittel wasserbestindige Hydro- 
sole gebildet werden, werden bei l-Alaninketten schon beim Tetra- 
peptid kolloide Eigenschaften beobachtet. Penta-l-alanyl-l-alanin 
konnte nur im echt kolloiden Zustand gewonnen werden. Bei 
d,l-Alaninketten zeigen sich die kolloiden Kigenschaften erst vom 
Hexapeptid an deutlich. Dieses bildet ein hydrophiles Sol. Die 
Teilchen aller untersuchten, d,l-Alanin enthaltenden, kolloiden 
Polypeptide waren stark hydratisiert. Das angelagerte Wasser ist 
so fest verankert, daB es selbst durch scharfes Trocknen im Hoch- 
vakuum nicht entfernt werden kann. Diese Beobachtung gibt 
vielleicht eine Erklarung fiir die Beobachtung, daB Eiwei8 einen 
héheren Sauerstoffgehalt aufweist, als sich aus den aus ihm bisher 
gewonnenen Aminosduren errechnete. Von Interesse ist, daB die 
entsprechenden 1-Alaninketten 1 Mol. Wasser enthalten, wahrend 
die d,l-Alaninketten nur 1/, Mol. Wasser aufweisen. Die kolloiden 
Polypeptidteilchen zeigen ein starkes Quellungsvermégen. Die 
Beweglichkeit der Teilchen im elektrischen Feld ist gering. Samt- 
liche Polypeptide und Halogenacylkérper besitzen eine negative 
Ladung. Durch Zusatz von Elektrolyten konnte nur eine Koagu- 
lation der Teilchen, nicht aber eine Umladung erzielt werden. Mit 
der starken Hydratation hingt das geringe Adsorptionsvermégen 
der d,l-Alaninpolypeptide zusammen. 

Hervorgehoben sei noch die Beobachtung, daB sowohl bei 
Halogenacylderivaten als auch bei den d,1]-Alaninpolypeptiden 
sich Unterschiede in der Aminierungsgeschwindigkeit der folgenden 
Art ergaben: Halogenacylverbindungen mit ungerader Anzahl 
der Bausteine werden rascher aminiert als solche mit gerader 
Gliederzahl. 
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